T.C.
USAK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLIGI ANA BiLiM DALI

FERMENTASYON VE ENZIMATIK HIiDROLIiZ UYGULANAN PEYNIR ALTI
SUYUNUN BAZI BiYOAKTIF OZELLIKLERININ iINCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

Atilla TAS

AGUSTOS 2019

USAK



T.C
USAK UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLIGI ANA BiLiM DALI

FERMENTASYON VE ENZIMATIK HiDROLIiZ UYGULANAN PEYNIR ALTI
SUYUNUN BAZI BiYOAKTIF OZELLIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZI

Atilla TAS

USAK 2019



Atilla TAS tarafindan hazirlanan “Fermentasyon ve Enzimatik Hidroliz Uygulanan Peynir
Alti Suyunun Baz Biyoaktif Ozeliklerinin Incelenmesi” adl1 bu tezin Yiiksek Lisans tezi

olarak uygun oldugunu onaylarim.
Dog. Dr. Onur GUNESER

Tez Danismani, Gida Miihendisligi Ana Bilim Dal1

Bu caligma, jiirimiz tarafindan oy birligi / ey-¢ekluse ile Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali

Yiiksek Lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Dog. Dr. Onur GUNESER
(Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali, Usak Universitesi)
Dr. Ogr. Uyesi Ozgiir TARHAN e,
(Gida Miihendisligi Ana Bilim Dali, Usak Universitesi)

Do¢.Dr. Miige ISLETEN HOSOGLU e
(Biyoteknoloji Ana Bilim Dali, Gebze Teknik Universitesi)

Tarih: 07/08/2019

Bu tezile U.U. Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu Yiiksek Lisans derecesini onamustir.

Dog. Dr. Murat Kemal KARACAN

Fen Bilimleri Enstitiisit Muduri



TEZ BiLDiRiMi

Tez igindeki gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglarin etik davranig ve akademik
kurallar ¢ergevesinde elde edilerek sunuldugunu, ayrica tez yazim kurallarina uygun olarak
hazirlanan bu calismada bana ait olmayan her tiirlii ifade ve bilginin kaynagina eksiksiz atif

yapildigini beyan ederim.

Atilla TAS



FERMENTASYON VE ENZIMATIK HIiDROLiZ UYGULANAN PEYNIR ALTI
SUYUNUN BAZI BiYOAKTIF OZELLIKLERININ INCELENMESI

(Yiiksek Lisans Tezi)
Atilla TAS
USAK UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Agustos 2019

OZET

Bu calismada, peynir alti suyunun hem farkli tiir probiyotik mikroorganizmalarla
fermente edilerek, hem de ¢esitli bitkisel proteaz enzimleri ile hidroliz edilerek biyoaktif
peptitler yoniinden zenginlestirilmis peynir alt1 Suyu tozu tiretilmesi amaglanmistir. Bu amag
dogrultusunda; peynir altt suyu ornekleri hem probiyotik bakterilerle (Lactobacillus
acidophilus ve Lactobacillus rhamnosus) fermente edilmis, hem de ananas, kavun ve enginar
kabuklarindan elde edilen bitkisel ham enzim ekstraktlariyla hidroliz edilmistir. Fermente
ve hidroliz edilmis peynir altt sulari’’min fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve biyoaktif
ozellikleri aragtirllmistir. Sonug olarak, ananas, kavun ve enginar kabuklarindan elde edilen
ham enzim ekstraktlarinin proteolitik enzim aktiviteleri sirasiyla 5,066, 4,921 ve 5,514
Ul/mL olarak belirlenmistir. Fermente edilen peynir alti suyu orneklerinde yapilan L.
acidophilus ve L. rhamnosus sayiminda sirasiyla 0,39 log kob/mL ve 1,09 log kob/mL
diizeyinde bir artisin oldugu belirlenmistir. Bitkisel ham enzim ekstraktlariyla hidrolize olan
peynir alt1 suyu orneklerinde %35 ile %53 arasinda degisen antioksidan aktivite artiginin
meydana geldigi tespit edilmistir. L. acidophilus ve L. rhamnosus ile fermente edilen peynir
altt sularinin ECsp degerinin sirasiyla 980,93 uL ve 1567,63 uL oldugu belirlenmistir.
Fermente edilen peynir alti suyu Orneklerinin anjiotensin doniistiirlicii enzim inhibitor
aktiviteleri 2,02-6,48 kat arasinda artarken, bu inhibitor aktivite degeri hidroliz edilen peynir
alt1 suyu orneklerinde 1,85 ile 3,29 kat arasinda artis gostermistir. Fermente ve hidrolize
edilmis peynir alt1 sulari’nin E. coli, S. enterica, S. aureus, L. monocytogenes bakterileri

lizerine herhangi bir mikrobiyel inhibisyon saglamadigi da tespit edilmistir. Elektroforetik



analizler sonucunda; p-laktoglobulin ve a-laktaloumin’in hidroliz ve fermentasyon

sonucunda par¢alanmalarinin farkli diizeyde gergeklestigi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: peynir alt1 suyu, biyoaktif peptitler, fermentasyon, hidroliz
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ABSTRACT

In this study, it was aimed to produce whey enriched with bioactive peptides by both
fermentation of probiotic microorganism and hydrolization of certain plant protease extract.
For this purpose, whey was both fermented by probiotic bacteria (Lactobacillus acidophilus
and Lactabacillus rhamnosus) and hydrolized the raw enzyme extracts obtained from the
peels of pineapple, watermelon and artichoke. Physico-chemical, microbiological and
bioactive properties of fermented and hdyrolized whey were investigated. As a result,
proteolytic activities of raw enzyme extracts obtained from the peels of pineapple,
watermelon and artichoke were determined as 5.066, 4.921 ve 5.514 Ul/mL, respectively.
An increase in cell of L. acidophilus and L. rhamnosus in fermented whey samples were
found as 0.39 log cfu/mL and 1.09 log cfu/mL, respectively. It was determined that an
increase from 35 to 53 % in antioxidant activitiy of whey samples hydrolized by the raw
enzyme extracts. It was determined that ECso values of whey fermented by L. acidophilus
and L. rhamnosus were 980,93 uL and 1567,63 pL respectively. Angiotensin converting
enzyme inhibitor activities of fermented whey samples increased between 2.02 and 6.48 fold,
while this inhibitor activity values in whey samples hydrolized the raw enzyme extracts
increased between 1.85 and 3.29 fold. It was determined that fermented and hydrolized whey
sample had no antimicrobial activity on E. coli, S. enterica, S. aureus, L. monocytogenes. As
aresult of electrophoretic analysis, it was determined that the degredations of -lactoglobulin

and a-lactalbumin were occurred by hydrolysis and fermentation at the different levels.
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SIMGELER ve KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis bazi simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar ile birlikte asagida

sunulmustur.
Simgeler Aciklama
% Yiizde oran
o Alfa
Beta
°C Santrigrat derece
® Ticari {liriin
wiw Kiitle/kiitle oran1
Kisaltmalar Aciklama
CFU/KOB Koloni olusturan birim
dk Dakika
DPPH 2,2-difenil-1- pikrilhidrazil
CUPRAC Bakir Indirgeyici Antioksidan Kapasite
FDA Amerika Gida ve Ilac Idaresi
FAO Gida ve Tarim Orgiitii
WHO Diinya Saglik Orgiitii
TSE Tiirk Standarlar1 Enstitiisii
g Gram
kcal Kilo Kalori
kJ Kilo Jolue
kg Kilogram
mg Miligram
ug Mikrogram
mL Mililitre
uL Mikrolitre
WPC/PSK Peynir alt1 suyu protein konsantresi
WP/PST Peynir alt1 suyu protein tozu

WPI/PSI Peynir alt1 suyu protein izolati



1. GIRIS

Giiniimiizde, insan metabolizmasi {izerinde birgok fizyolojik etkiye sahip biyolojik
aktif bilesenlerin rolii giderek 6nem kazanmaktadir. S6z konusu bu biyoaktif bilesenlerin bir
grubunu da gida proteinlerinden ortaya ¢ikan biyoaktif peptitler (BAP) olusturmaktadir.
Hayvansal ve bitkisel proteinler potansiyel biyoaktif bilesenler igermelerine ragmen
biyoaktif peptitler agisindan en 6nemli kaynaklar siit ve siit triinleridir. Stit kaynakli
biyoaktif peptitlerin biiyiikk bir kismi siitte bulunan kazein ve serum proteinlerinden
olusmaktadir. Farkli yollarla agiga ¢ikan siit kaynakli biyoaktif peptitler, ilag veya hormon
benzeri bir aktivite gosterip, insan viicudunda fizyolojik tepkimelere cevap veren hedef
hiicre reseptorlerine baglanmakta ve onlarla etkilesimde bulunmaktadirlar. Biyoaktif
peptitlerin insan sagligi lizerine; antihipertansif, antitrombik, opioid, antioksidatif ve
antimikrobiyel, bagisiklik sistemini diizenleyici ve biyotasiyici etkileri bulunmaktadir
(Chabance ve ark., 1998; Donagh ve ark., 1999; Korhonen and Pihlanto-Leppala, 2000;
Meisel, 1997; Meisel, 1998; Meisel ve Bockelmann, 1999; Tirelli ve ark., 1997).

Siit proteinlerinden {retilmis biyoaktif peptitlerin insan sagligina pozitif etki eden
bir¢ok farkli fizyolojik biyoaktivitesi bulunmaktadir (Haque ve Chand, 2008; Preuffer ve
Schrezenmeir, 2000). Siit proteinlerinin sahip oldugu biyoaktivite 6zelliklerinin ¢ogunlukla
tek bilesen kaynakli oldugu bilinmekle birlikte, s6z konusu biyoaktivitelerin birden fazla
bilesenin ortak etkisiyle de ortaya ¢iktigi bilinmektedir. Biyoaktif peptitlerin, bu
ozelliklerinde siit igerisinde bulunan diger peptit ve peptit olmayan maddelerin de rolii
bulunmaktadir. Diger bir ifadeyle biyoaktivite, farkli bilesenlerin etkilesimi ile ortaya ¢ikan
bir durumdur (Meisel, H. 1997). Proteinlerin fonksiyonel 6zelliklerinde dnemli rol oynayan,
biyoaktif peptitler, in vivo (gastrointestinal sindirim) ve in vitro (enzimatik yolla) yollarla
olusabilmektedir. Bunun yan1 sira, kKimyasal olarak sentezlenen biyoaktif peptit zincirlerinin
de oldugu bilinmektedir (Kinik ve Giirsoy, 2002).

Biyoaktif peptitlerin;

a) mikrobiyal veya bitkisel kaynakli enzim faaliyetleri,
b) asit/baz hidrolizasyonu (kimyasal)
¢) proteolitik starter kiiltiirlerin fermentasyonu sonucu olusabildigi rapor edilmistir

(Korhonen ve Pihlanto-Leppald, 2000).



Biyoaktif peptitlerin biyoyararliligi ve insan metabolizmasindaki etkileri uzun siireden
beri ¢aligilmakta olup lizerindeki tartigmalar halen devam etmektedir. Ayrica, fonksiyonel
gidalarin biyoaktif peptitlerle zenginlestirilmesi, bu peptitleri igeren fonksiyonel gida
iiriinlerinin satisa sunulmasi veya farmakolojik preparatlarda kullanimlariyla ilgili degisik
yaklagimlar bulunmaktadir. Bu nedenle siitten veya peynir alti suyundan enzimatik
hidrolizasyon (bitkisel ve mikrobiyal kaynakli) veya proteolitik aktiviteye sahip starter
kiiltirlerin faaliyetleri sonucu iretilmesiyle elde edilen biyoaktif peptitler, katma degeri
yiiksek iiriin elde etme agisindan biiyiik bir potansiyel olarak goriilmektedir (Korhonen ve
Pihlanto, 2006; Korhonen, 2009).

Konu ile ilgili literatiir tarandiginda; siit ve siit tirlinlerindeki biyoaktif peptitlerin insan
metabolizmasindaki tripsin, kimotripsin gibi enzimlerle ortaya ¢ikarilmasimin yogun bir
sekilde incelendigi goriilmektedir (Haque ve Chand, 2008; Hernandez-Ledesma, 2007;
Meisel ve Bockelmann, 1999). Yakin zamanda yapilan c¢alismalarda ise farkli tiir
hayvanlarin siitlerinin dogrudan kullammiyla veya bu siitlerden elde edilen peynir alti
sularmin laktik asit bakterileri veya farkli enzimlerle muamelesi sonucunda {iretilen
biyoaktif peptitlerin eldesi tizerine ¢alismalar gergeklestirilmistir (Abdel-Hamid ve ark.,
2017; Aguilar-Toala ve ark., 2017; Tsai ve ark., 2008; Welsh ve ark., 2017). Bu ¢ergevede
yapilan bu ¢alismanin amact; peynir alti suyunun farkli tiir probiyotik mikroorganizmalarla
fermentasyonu ve bitkisel kaynakli proteolitik enzimler yoluyla hidroliz edilerek biyoaktif
peptitler yoniinden terapdtik yonii iyilestirilmis peyniraltt suyunun iiretilmesidir. Bu amag
dogrultusunda;  piyasada bulunan  peynir altt  suyunun  besinsel  yonden
iyilestirilmesi/zenginlestirilmesi diisiiniilmiistiir. Calismada, tretilen peynir alt1 sularinin
fizikokimyasal, mikrobiyolojik ve biyolojik 6zelliklerinin arastirilmasi gergeklestirilmistir.
Esasen, peynir alti suyundan, peynir altt suyu tozu (PST/WP), peynir alti suyu protein
izolatlar1 (PSI/WPI) ve peynir alti suyu konsantratlar1 (PSC/WPC) endiistriyel boyutta
ozellikle yurtdiginda tiretilmektedir. Ancak, besinsel yonden fonksiyonel 6zelligi artirilmus,
biyoaktif peptit iceren peynir alti suyu tozu iiretiminin ¢ok kisitli oldugu bilinmektedir.
Ozellikle g¢ocuk ve sporcu beslenmesi agisindan bakildiginda enzimatik —hidrolizi
gerceklestirilmis peynir alt1 suyu hidrolizati1 Fonterra Co-operative Group ve Davisco Foods

International Inc. gibi diinya ¢apindaki sinirli sayida firma tarafindan tiretilmektedir.



Calisma sonucunda;

Siit endiistrisinde yan {irlin olarak yiiksek miktarda iiretilen peynir altt suyunun daha
verimli sekilde degerlendirilme olanaklarinin arastirilmasinin saglanacagi,
Gida endiistrisi icin fiziksel, kimyasal, biyolojik, mikrobiyojik ve duyusal &zellikleri
detayli sekilde ortaya konmus fonksiyonel bir gida katki maddesinin iiretiminin
saglanabilecegi,

Fermentasyon ve bitkisel kaynakli enzimatik hidroliz yoluyla iiretilen peyniralti1 suyunun
toz haline getirilerek, belirli biyoaktivite o6zellikleri agisindan incelenecek olmasi,
tikketicilerin gida katki maddelerine karsi sahip olduklart olumsuz diisiincelerin
giderilmesi agisindan énemli bir adim olacagi,
. Proje sonuglarmin iilkemizde katki maddeleri iiretimi yapan isletmeler tarafindan
kullanilmas1 ve fonksiyonel o6zelligi arttirilmis peyniralti suyu tozunun iiretiminin
gerceklestirilmesi sonucunda ulusal ve uluslarasi diizeyde ekonomik kazang elde

edilmesinin saglabilecegi diigiiniilmiistiir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve LITERATUR OZETi

2.1. Peynir Alt1 Suyu ve Genel Ozellikleri

Peynir alt1 suyu, serum proteinleri olan laktalbumin, laktogulobiilin, laktoz, yag, mineral
madde ve vitaminleri igeren 6nemli bir yan iiriindiir (McIntosh ve ark., 1998). Siitiin maya
(rennet) veya organik asitle pihtilastirilmasindan ve pihti kirnmini takiben, geride kalan yesil-
sar1 renkteki kisim peynir alt1 suyu olarak adlandirilmaktadir. Peynir yapiminda kullanilan
stitin % 80-90°1 peynir alt1 suyu olarak ayrilmaktadir. Fakat bu miktar yapilan peynir
cesidine gore farklilik gostermektedir (Anonymous, 1995). Peynir alt1 suyu, “tatl peynir alt1
suyu” ve” eksi peynir alt1 suyu” olarak iki farkli sekilde meydana gelmektedir. Eksi peynir
alt1 suyu, fermente asit veya fermentasyon sonucu fiiretilen siit iiriinlerinden elde edilirken,
tath peynir alt1 suyu, enzim ile siitiin pihtilastirilmasi1 sonucu ortaya ¢ikmaktadir (Metin,
1983). Genel olarak eksi peynir alt1 suyu, kalsiyum laktat igerirken tatli peynir alt1 suyunun
serbest kalsiyum igerigi asit peynir alt1 suyuna gore daha yiiksektir (Tsakali ve ark., 2011).
Stitii pihtilagtirmada kullanilan pihtilastiricinin ¢esidine gére peynir altt suyunun bilesimi de
biiylik degiskenlik gostermektedir. Bu pihtilastiricilar organik asit veya enzim (rennet)
olabilmektedir. Genellikle asit veya fermentasyon ile pihtilastirilan siitten elde edilen peynir
alt1 suyunun protein ve mineral madde miktar1 enzim ile pihtilagtirilan siitten elde edilen
peynir alti suyundan daha yiiksektir (Child ve Droke, 2010). Rennet kazein ile iretimi
gerceklestiren gida isletmelerinde ortaya ¢ikan peynir alti suyu “tathi peynir alti suyu” dur
ve pH’s1 5,9 - 6,6 arasindadir. Mineral asit yoluyla pihtilastirilmis kazein tiretiminden ise
eksi (asitli) peynir alt1 suyu elde edilmekte ve pH’s1 4,3 ile 4,6 arasindadir. Cizelge 2.1°de
tatll ve eksi peynir alti suyunun bilesimi verilmistir. (Anonymous, 1995; Jeli¢i¢ ve ark.,
2008).
Cizelge 2.1. Tatli ve eksi peynir altt suyunun bilesimi (Yerlikaya ve ark., 2010).

Bilesen (g/L) Tath peynir alti suyu Eksi peynir alti suyu
Toplam Kurumadde 63.0-70.0 63.0 - 70.0
Laktoz 46.0 - 52.0 44.0-46.0
Protein 6.0-10.0 6.0-8.0
Kalsiyum 04-0.6 1.2-1.6
Fosfat 1.0-3.0 20-45
Laktat 2.0 6.4

Kloriir 1.1 1.1




Besin degeri yiiksek proteinlerce zengin olan peynir alt1 SUyu, beslenme agisindan 6nem
arz etmektedir. Peynir alti suyu bilesiminin yaklagitk % 93’ su olmasina ragmen
kurumaddesinin biiylik bir kismin1 laktoz ve biyolojik degeri yliksek serum proteinleri
olusturmaktadir (Yerlikaya ve ark., 2012).

Peynir alt1 suyu proteinleri, serum proteinleri olarak bilinmekte olup farkli molekiiler
agirliklara ve biyolojik 6zelliklere sahiptirler. Peynir alt1 suyu proteinleri, peynir alti1 suyu
icerisinde bulunan miktarlarina gére major ve minor olarak gruplandirilabilirler. Major
serum proteinleri; - laktoglobulin, a- laktaloumin, serum albumin, immiinoglobulinler ve
glikomakropeptitlerdir. Min6r serum proteinleri ise transferrin, laktoperoksidaz, laktoferrin,
mikroglobulin ve glikoprotein-o’den olugmaktadir. Peynir alti suyunda protein harici
kobalamin, folik asit ve riboflavin de dnemli miktarlarda bulunur. S6z konusu bu bilesenler;
peynir iretimi sonrasinda ¢ogunlukla peynir alt1 suyu proteinlerine bagli durumdadirlar.
Peynir altt suyunun, siitten daha yiiksek miktarda riboflavin icerdigi durumlar da
goriilmiistiir. Bu durum, peynir iiretiminde kullanilan bazi laktik asit bakterilerinin
aktivitelerinden kaynaklanabilmektedir. Yiiksek riboflavin iceriginden dolayi, peynir alti
suyu karakteristik sari-yesil renge sahiptir (Fitsimons ve ark., 2007; Pihlanto ve Korhonen,
2003).

Peynir alt1 suyu proteinlerinin insan saglig1 lizerine olumlu etkileri oldugu yapilan
bir¢ok ¢alismada gozlemlenmistir. Peynir alt1 suyunun tiimor olusumunu engelledigi ve bu
sekilde bazi1 kanser tiirlerine kars1 koruyucu etkiye sahip oldugu belirlenmistir (Hakkak ve
ark., 2001; Papenburg ve ark., 1990). Peynir altt suyunun kalsiyum, fosfor ve B grubu
vitaminlerce zengin olusu, laktik asit ve biyolojik degeri yiiksek proteinler igermesi bu
riiniin besin degerini yiikseltmektedir. Peynir alt1 suyu proteinleri metabolizmanin
biiylimesinde, gelismesinde ve onarilmasinda aktif rol aldiklarindan dolay1r bebek
mamalarinda, immiin sistemi bozulmus kisilerin beslenmesinde ve sporcu igeceklerinde
yogun bir sekilde kullanilmaktadir (Kurt ve Giiltimser, 1988; Pala, 1997).

Peynir alt1 suyu, siitlin serum fazindaki besin Ogelerini igeren degerli bir {iriin
oldugundan, bu iiriiniin katma degeri yiiksek yeni iiriinlere doniisiimiinii saglamak biiylik
onem tagimaktadir. Gilinlimiizde peynir iiretimindeki artisa paralel olarak peynir alt1 suyu
miktar1 da artmis ve peynir ireticisi firmalar i¢in peynir alti suyunu bertaraf etme
zorunlulugu dogmustur. Peynir alt1 sular1 yliksek organik madde igerigine, yani gevre

kirliligi i¢in 6nemi bir Olgilit olan yiiksek biyolojik oksijen ihtiyacina sahiptirler. Bu



kapsamda isletmelerin, peynir alt1 sularini peynir alt1 suyu tozu veya benzer tirlinler iireten
firmalara ulastirmasi ve g¢evreye zarar vermeden bertaraf edilmesini saglamasi
gerekmektedir (Ugiincii, 2005). Ciinkii, peynir alt1 suyunun kimyasal ve biyolojik oksijen
ihtiyaclart ile icerigindeki laktoz ve diger maddelerin fermentasyona ugrayabilme
potansiyelleri ¢ok yiiksektir. Bu nedenle, hicbir islem gérmeden desarj edilen peynir altt
sular1 énemli diizeyde ¢evre kirliligine yol agmaktadir (Metin, 1983; Ugiincii, 2005).

2.2. Peynir Alti Suyunun Kullamim Alanlari

Giiniimiizde teknolojinin gelismesiyle peynir alti suyunun gida sanayinde ve gida disi
endiistrilerde farkli alanlarda kullanimi 6nem kazanmistir. Ancak, uzun yillar boyunca
birgok iilkede peynir alt1 Suyu hayvan yemlerinde katki maddesi olarak kullanilmistir. Savas
yillarinda Almanya’da bas gosteren kitlik ve hammadde sikintisindan dolay1 peynir alt1 suyu
ekmek mayasi, bira ve sirke gibi birgok gida tiriiniin {iretilminde kullanilmistir (Dingoglu ve
Ardig, 2012).

Ulkemizde peynir alti suyu ¢ogunlukla lor peynir yapiminda kullanilmaktadir. Bu
amagcla peynir alt1 suyuna kalsiyum ve tuz ilave yapildiktan sonra isitilarak stiziilmekte, ve
lor peyniri Kitlesi elde edilmektedir. Avrupa iilkelerinde ise yine farkli ¢esit peynirlerin
iiretilmesinde peynir alt1 suyu kullanilabilmektedir. Ornegin; Italya’da tiiketimi yiiksek olan
Ricotta peyniri peynir alt1 suyundan iiretilmektedir (Dingoglu ve Ardig, 2012).

Giiniimiizde, peynir alt1 suyu ultrafiltrasyon, mikrofiltrasyon, ters osmoz, iyon degisimi
gibi islemlerden gegirilerek kurutulmakta ve peynir alt1 suyu tirtinleri elde edilmektedir. S6z
konusu tiriinler; peynir alt1 suyu tozu, demineralize peyniralti suyu, peynir alti suyu tozu
izolat1 (PSI/WPI), peynir alti suyu konsantrati (PSK/WPC) ve peynir alt1 suyu hidrolizatt
olarak tanimlanmaktadir (Yerlikaya ve ark., 2012). Ulkemizde ticari olarak sadece peynir
alt1 suyu tozu ve bunun farkli oranlarda demineralize formlar iretilebilmektedir. Tiirk
Standartlar1 Enstitiisii TS 11860’¢c gore tatlhh peynir alti suyu tozu “peynir mayasi
kullanilarak peynir yapimi sirasinda kazein ve yagin pihti olarak ayrilmasindan sonra, geri
kalan ve bilesimi peynir ¢esidine ve yapim teknigine bagli olarak degisen sivinin toz haline
getirilmesiyle elde edilen mamul” olarak tanimlanirken, eksi (asitli) peynir alt1 suyu tozu ise
“siitiin asit ile ¢oktiirilmesi sonucu olusan ¢okiintiiden teknolojisine gore siiziilerek elde
edilen sivinin toz haline getirilmesiyle elde edilen mamul” olarak ifade edilmektedir

(Anonymous, 1995).



Son yillarda peynir alti suyundan elde edilen proteince zengin firiinler yogurt
iiretiminde de kullamlmaya baslanmistir. Ozellikle pihtinin sikilasmasini, su salmanin
azalmasin1 ve aromanin zenginlesmesini saglamak i¢in peynir alti suyu proteinlerinden
yararlanilmaktadir. Krema ve buna bagli olarak tereyagi iiretiminde de peynir alt1 suyu veya
tirevleri kullanilabilmektedir (Dingoglu ve Ardig, 2012). Nitekim, iilkemizde kiigiik ve orta
Olgekteki siit isletmeleri, peynir iretimlerinden aciga c¢ikan peynir altt suyunu
seperatorlerden gegirip krema ve tereyagi elde ederek ekonomik kazang saglamaktadirlar.

Peynir alti suyu tozu firincihik ve pastacilik irlinlerinde siklikla kullanilan
ingrediyentlerin basinda gelmektedir. Ekmek, kek, pogaca gibi yaygin tiiketilen unlu
mamiillerin i¢ gézenek yapilar1 ve hacimsel 6zellikleri, nemli kalite kriterleri olarak kabul
edilmektedir. Peynir alt1 suyunun yiiksek laktoz igeriginin 6zellikle mayalamanin aktif rol
oynadigl unlu mamiillerde, maya aktivitesini artirdig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte,
proteince zenginlestirme ve i¢ gézenek yapisinin homojen dagilim sergilemesinde de peynir
alt1 suyu ile katkilamanin olumlu etkileri rapor edilmistir (Bilgin ve ark., 2006).

Ortalama % 93 su igerigine sahip olan peynir alt1 suyu, icecek iiretimi i¢in de degerli bir
hammadde niteligi tasimaktadir. Son yillarda, peynir alt1 suyu esash igeceklerin iiretimi
giderek 6nem kazanmis ve 4 farkli grup altinda kategorize edilmistir. Bunlar meyve ve/veya
sebze sular1 i¢eren peynir alti suyu karigimlari, siit esasli koyu kivamli igcecekler (fermente
veya non-fermente), alkollii peynir alt1 suyu icecekleri (bira, sarap, likdr vb) ve susuzlugu
giderici gazli i¢ecekler olarak siniflandirilabilirler (Russ and Meyer-Pittroff, 2004; Chavan
ve ark., 2015). Narenciyelerin ve mango, ananas gibi tropik meyvelerin peynir alt1 suyunun
pismis aromasinin baskilanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan meyveler oldugu, muz, armut,
seftali gibi meyvelerin ve bal, vanilya gibi dogal tatlandiricilarin da igecek iiretiminde tercih
edildigi bildirilmistir (Djuri¢ ve ark., 2004, Jeli¢i¢ ve ark., 2008). Castro ve ark. (2013)
tarafindan yapilan bir ¢alismada, Lactobacillus acidophilus kiiltiirii kullanilarak iiretilen
cilek aromal1 probiyotik siitlii igeceklere farkli oranlarda (0, 20, 35, 50, 65 ve 80%) peynir
altt suyu konsantratlar1 ilave edilmistir. Katkilama diizeyindeki artisin, igeceklerin jel
yapisindaki kirtllganlig artirdigt ve % 65’in tizerindeki katkilamanin ise duyusal kalite ve
tiikketici kabulii bakimindan diisiik skorlara sahip oldugu belirtilmistir.

B-laktoglobulin, a-laktalbumin, serum albumin gibi serum proteinlerince zengin peynir
altt suyu, gerek gidalarin proteince zenginlestirilmesinde, gerekse emiilsifiye etme, su

baglama, jellesme gibi fonksiyonel 0&zellikleri gelistirmesi sebebiyle farkli {iriin



formiilasyonlarinda kullanilmaktadir. Proteinlerin, fonksiyonel etkilerinin ve biyo-
yararliliklarinin, peynir alti suyu {iiretimi esnasindaki kosullara bagli oldugu Onemle
vurgulanmaktadir (Bryant ve McClements, 1998). Cikolata yapiminda peynir alt1 suyu tozu
(PST/WP), peynir alti suyu tozu izolati (PSI/WPI) ve peynir alti suyu konsantrati
(PSK/WPC) kullanilarak ¢ikolatanin besin degeri artirtlmaktadir. Ayrica bu tiriinlerin yapu,
kivam ve tat iizerine de olumlu etkileri vardir. Peynir alt1 suyundan elde edilen diger bir {iriin
ise laktoz’dur. Peynir alti suyundaki proteinlerin, yaglarin ve mineral maddelerin
ayristirtlmasindan sonra geriye kalan sivinin koyulastirilmasi ve kristallestirilmesiyle laktoz
elde edilir. Laktoz 6zel diyet meniilerinin hazirlanmasinda, bebek mamasi iiretiminde, ilag
sanayinde, penisilin iiretiminde, boya sanayinde, laktoz suruplarinin hazirlanmasinda ve
laktik asit tiretiminde kullanilir. 1 kg laktoz surubu yaklasik 470 g sakkaroza esdegerdir. Bu
nedenle ozellikle meyveli yogurt, dondurma, unlu tatlilar, meyve soslar1 vb. {iretiminde
sakkaroz yerine kullanilir (Ugiincii, 2005).

Peynir alt1 suyunun, gida endiistrisinin yaninda birgok farkli kullanim alanina sahip
oldugu belirtilmistir. Bunlar arasinda; vitamin B12 iiretimi, biyogaz iiretimi, yenilebilir film
(ambalaj materyali) tiretimi, laktik asit, asetik asit ve sitrik asit tiretimi, biyokiitle (tek hiicre
proteini) tiretimi, Sporcu besinleri tiretimi, bebek mamasi tiretimi, eczacilik, tip, kimya ve

kozmetik sanayinde kullanimi yer almaktadir (Dingoglu ve Ardig, 2012).

2.3. Siit Kaynakl Biyoaktif Peptitler, Olusumlari ve Insan Saghgina Etkileri
Biyoaktif peptitler, gidalarda dogal olarak bulunan proteinlerin (6zellikle siit
proteinlerinin) ileri teknolojik yontemler kullanilarak starter kiiltiirlerle fermentasyonu veya
enzimlerle hidrolizi sonucu elde edilen, et, siit, yumurta, soya gibi besinlerde bulunan,
normal ve yeterli beslenmede metabolizmada diizenleyici islevlere ve biyolojik aktiviteye
sahip 0zgiin protein par¢alanma {irlinleridir. Yapisal protein i¢inde aktif olmadig1 halde,
uygun enzim muamelesi sonucu Onemli fizyolojik etkilere sahip aminoasit zincirleri
“biyoaktif peptitler” olarak ifade edilmektedir (Kinik ve Giirsoy, 2002; Meisel, 1997;
Korhonen ve Pihlanto-Leppala, 2000). Proteinlerin sahip oldugu biyoaktif etki ¢gogunlukla
tek bilesen kaynakli olmakla beraber, birden fazla bilesenin ortak etkisiyle ortaya ¢ikan
biyoaktivitelerin de oldugu bilinmektedir. Diger bir ifadeyle biyoaktivite, farkli bilesenlerin
etkilesimi ile ortaya ¢ikan bir durumdur (Meisel, 1997). Proteinlerin fonksiyonel 6zellik

kazanmalarinda Onemli rol oynayan, biyolojik aktiviteye sahip peptitler, in-vivo



(gastrointestinal sindirim) ve in-vitro (enzimatik yolla) yollarla olusabilmektedir. Bunun
yani sira, kimyasal olarak sentezlenen biyoaktif peptit zincirlerinin de oldugu bilinmektedir
(Kmik ve Giirsoy, 2002). Biyoaktif peptitler; a) mikrobiyal veya bitkisel kaynakli enzim
faaliyetleri, b) asit/baz hidrolizasyonu, c) proteolitik starter kiiltiirlerin fermentasyonu,
sonucu olusabilmektedir (Korhonen ve Pihlanto-Leppild, 2000).

Beslenme degeri acgisindan bakildiginda, siit proteinleri arasinda yer alan kazein, en
degerli biyoaktif peptit kaynaklarindan biridir. Ancak, son yillarda gelisen teknolojiyle
birlikte membran filtrasyon teknikleri kullanilarak peynir alti suyundan izole edilen a-
laktalbumin ve B-laktoglobulin’in de biyoaktif aminoasit zincirleri i¢erdigi goriilmistiir
(Kinik ve Giirsoy, 2002). Bu nedenle siit serumunu olusturan peynir alti suyundan, biyoaktif
ozellige sahip peptitlerin iiretilebilecegi goriilmiistiir.

Siit ve siit tirtinlerinin tiiketimi sonrasinda sindirim kanalinda meydana gelen biyoaktif
peptitlerin, farkli fizyolojik etkilere sahip olabildigi bildirilmistir (Cizelge 2.2) (Clare ve
Swaisgood, 2000). 64 aminoasitten olusan kazeinmakropeptit (CMP) disinda biyoaktif
peptitlerin ortalama 3 ile 20 arasinda aminoasit igerdigi rapor edilmistir (Pihlanto-Leppala,
2001). Dogal protein yapisi igerisinde inaktif konumda yer alan biyoaktif peptitlerin aktivite
kazanimlari in-vivo ve in-vitro kosullarda meydana gelen pargalanma reaksiyonlari sonucu
gerceklesmektedir. Peptit zincirinin yapisal olarak kiiclik ve suda ¢oziinmeyen karakterde
olmasi, absorpsiyonu iizerinde olumlu etkiye sahiptir (Meisel, 1997; Korhonen ve Pihlanto-
Leppala, 2000). Peptit zincirinin iizerinde yer alan aminoasitlerin tiirii ve konuslanmalarina
ek olarak, karboksi (C)-terminal veya amino (N)-terminal pozisyonunda yer alan
aminoasitlerin tiirii de peptitin spesifik etki gostermesinde onemli role sahiptir. C-terminal
pozisyonda prolin aminoasiti bulunmasinin, angiotensin I donistiiriicii enzim (ACE)
inhibisyonu i¢in kritik 6nem tasimaktadir. Benzer bicimde, enzimatik pargalanmayla P
kazeinden elde edilen antihipertansif etkiye sahip peptit zincirinin (Lys-Val-Leu-Pro-Val-
Pro-Gln), C-terminal ucundaki aminoasidin (Gln) uzaklastirilmast sonucu ikinci bir
fonksiyonel ozellik (ACE inhibitorii) kazandigi bildirilmistir (Korhonen ve Pihlanto-
Leppala, 2000).

Gida iretimi sirasinda uygulanan prosesler sirasinda, hammadde icerisinde bulunan
proteinler fonksiyonel ve biyolojik 6zellikleri bakimindan hizla degisime ugrarlar. Ornegin
pH degisikligine yol acan kimyasal islemler, bir veya daha fazla aminoasidin modifiye

olmasiyla proteinlerin fonksiyonel ozelliklerini ve besleyici degerini belirleyen



sindirilebilirligi etkileyebilmektedir. Yine 1s1l islemler, denatiirasyona bagl olarak enzim
inhibitor aktiviteleri lizerinde etkili olabilmektedir. Ayrica enzimatik hidroliz sonucu
biyoaktif peptitlerin ve diger potansiyel bir¢ok reaksiyonun meydana gelmesi s6z konusudur
(Anantharaman ve Finot, 1993; Finot, 1997). Gida teknolojisinde ¢ok farkli proses
uygulamalart bulunmaktadir. Gidalarin {iretiminde 1sil islem ve fermentasyon siklikla
kullanilmaktadir. Isil islem gida endiistrisinde kullanilan en eski ve en yaygin yontemdir.
Gidalarda sterilizasyonu saglama, kivam ayarlama ve gidalarin yenilebilir hale getirilmesi
gibi pek cok alanda 1s1l islem kullanilmaktadir. Isil islemin yogunluguna bagli olarak
proteinlerde yapisal modifikasyonlar meydana gelerek hem teknolojik a¢idan 6nemli olan
fonksiyonel 0Ozelliklerde hem de proteinlerin biyolojik degerini belirleyen besin

ozelliklerinde degisimler ortaya ¢ikabilmektedir (Boye ve ark., 1997).

Cizelge 2.2. Siit ve siit iiriinleri kaynakli bazi biyoaktif peptitler (Meisel, 1997)

Protein Kaynagi Enzim Peptit Biyoaktivitesi
Pepsin a-Laktoforin ACE Inhibitérii

a-Laktalbumin Pepsin a-Laktoforfin (f50-53) Opioiq Aktivite,
Tripsin a-LA (f50-51), a-LA (f99- ACE Inhibitori
Tripsin  a-LA (f18-20) Immunopeptit

Pepsin [-Laktoforin fleum Uyarilmasi

Tripsin-  B-Laktoforfin (f142-148) ACE Inhibitérii

Tripsin-  B-Laktoforfin (f102-105) Opioid Aktivite,

p-Laktoglobulin  Kimotripsin B-Laktotensin (f146-149) fleum Kasilmasi
Tripsin B-LG (f22-25), B-LG (f32-40), ACE Inhibitorii

Proteinaz K B-LG (f81-83) ACE Inhibitérii

Tripsin B-Laktokinin (f102-103) ACE Inhibitdrii

Serum Albumini Pepsin Albutensin (f208-216) ACE Inhibitérii,
Pepsin Serorfin (f399-404) Opioid Aktivite
) Kimotripsin Laktoferrisin B (f17-47) Antimikrobiyal

Laktoferrin pepsin  Laktoferroksin A (f318-323),  opioid Antagonist
B (f536-540),
L aktotransferrin Pepsin  Trombin inhibitér Peptit (f39- Antitrombotik
Pepsin Kasoplatelin Antitrombotik
Proteoz-Pepton Plasmin PP 8 (f1-28) Opioid Aktivite, Ca

Glikomakropeptit Tripsin Trombin Inhibitér Peptit Antitrombotik

Biyoaktif peptitlerin olusumunda en iyi bilinen tekniklerden biri de enzimatik
parcalama’dir. Bu amagla en yaygin kullanilan enzimlerden biri tripsin olup, ACE-inhibitor

aktivitesine sahip peptitlerin {iretiminde tripsin tercih edilmektedir. Bununla birlikte
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kimotripsin, pankreatin, pepsin gibi enzimlerin tek basina veya birlikte kullanimlar1 da
biyoaktif peptit olusumunda ciddi 6neme sahiptir (Korhonen ve Pihlanto-Leppild, 2000).
Enzimatik par¢alanma sonrasi, spesifik peptit fraksiyonlarinin elde edilmesinde membran
filtrasyon tekniklerinden yararlanilabilecegi bildirilmistir. Teknigin prensibi membran
yiizeyi ve biyoaktif peptitler arasinda olusan elektriksel yiik etkilesimine dayanmaktadir.
Membran filtrasyon teknikleri, hem diisiik molekiil agirhigina sahip peptitlerin ayrilmasina
hem de yiiksek diizeyde zenginlestirme yapilmasina imkan saglamaktadir (Bargeman ve
ark., 2000). Korhonen ve Pihlanto-Leppald (2000), tarafindan yapilan bir ¢alismada,
ultrafiltrasyon teknigi ile kegi siitiinden elde edilen peynir alti suyundan bir opioid peptit
olan a-laktorfin elde edildigi bildirilmistir.

Biyoaktif peptitler proteolitik kiiltiirlerle siitiin fermentasyonu sirasinda da
olusabilmektedir (Tirelli ve ark., 1997). Dogal veya kontrollii fermentasyon, binlerce yildir
insanoglunun gidalarin besin igeriklerini ve duyusal 6zelliklerini korumak veya degistirmek
icin kullandig1 bir yontemdir. Fermentasyon prosesi, hammaddede dogal olarak bulunan
veya sonradan eklenen mikroorganizmalar yani starter Kiiltlirler vasitasiyla
ger¢eklesmektedir. Bu mikroorganizmalar gelisim siirecinde sekerleri ve proteinleri hidroliz
ederler. Boylece farkli aminoasit dizilimine sahip peptitler ve serbest aminoasitler olusur.
Proteoliz derecesi, bakteri tiirline ve fermentasyon kosullarina baghidir. Fermentasyon
sirasinda gidalardan elde edilen bu peptitler ve aminoasitler genellikle fermente iiriiniin
fonksiyonel, reolojik, duyusal ve biyolojik 6zelliklerini degistirir (Korhonen ve ark., 1998).
Fermentasyon sirasinda, laktik asit bakterileri, siitteki kazeini hidroliz ederek biiyiik peptit
parcalart olusturur. Bunlar hiicre i¢ine tasinarak hiicre i¢i peptidazlarla parcalanip gesitli
biiyiikliikte peptitlere doniisiir ve bu peptitler genellikle ACE inhibitor aktivitesine sahiptir
(YYamamoto ve ark.,1994).

Laktik asit fermentasyonu sirasinda, bakteriyel kaynakli proteolitik enzimlerin
aminoasitler, dipeptitler, tripeptitler ve bazi oligopeptitler (maksimum 18 aminoasite sahip)
icin transfer gorevi sagladigi, daha biiylik oligopeptitlerin ise ancak hiicre duvarinin yikimi
sonras1 hiicre igine girerek burada hiicresel peptitazlarla hidroliz sonucunda biyoaktif
peptitleri olusturdugu rapor edilmistir. /n vivo sistemde ise, gastrointestinal enzimlerin uzun
oligopeptitleri bile parcalayabildigi ve bagirsakta serbest kalan bir biyoaktif peptitin, kan

dolasimi vasitasiyla viicudun diger sistemlerine (sinir, immune, kardiyovaskiiler sistem vb.)
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ulasip kosullara baglh olarak fizyolojik etki sergileyebilecegi bildirilmistir (Korhonen ve
Pihlanto-Leppéld, 2000).

Siit proteinlerinden elde edilmis biyoaktif peptitlerin insan saghigina etkileri
incelendiginde sindirim sistemi, bagisiklik sistemi, kardiyovaskiiler sistem ve sinir sistemi
tizerinde etkileri oldugu goriilmektedir. Biyoaktif peptitlerin, bu sistemlerdeki major
etkilerine ilaveten, sistemlerle iliskili yardimci faaliyetlerde de (faydali bakterilerin
gelisimini tesvik etme, mineral absorbsiyonunu artirma vb.) kritik role sahip oldugu
bilinmektedir (Preuffer ve Schrezenmeir, 2000).

Biyoaktif peptitlerin mide-bagirsak sistemi iizerinde, gastrik bosalmanin ve intestinal
hareketliligin indirgenmesi yoniinde bir etkiye sahip oldugu rapor edilmistir (Pihlanto-
Leppéld, 2001). Buna benzer bicimde bazi biyoaktif peptitlerin, hayvanlarda bagirsak
salgilarinin azalmasi ve kandaki insiilin seviyelerinin regule edilmesi iizerinde olumlu
etkilerinin oldugu da bilinmektedir (Tome ve Ledoux, 1998).

Insanlarin giinliik beslenme meniisiiniin bagisiklik sistemi iizerindeki rolii goz niine
alindiginda, hayvansal kaynakli {irtinlerin tiiketimi tesvik edilmektedir. Bu listenin baginda
siit ve siit iirlinleri gelirken, Ozellikle fermente siit {irtinleri biyoaktif peptit bakimindan
zengin olan igerikleriyle dikkat ¢cekmektedir. Bu kapsamda, biyoaktif peptitlerin gerek
antimikrobiyal gerekse immiino-modiilatif etki sergileyerek bagisiklik sistemini olumlu
yonde etkileyebilecegi kanitlanmistir (Pihlanto-Leppdld, 2001). Siit serum proteinleri
icerisinde yer alan immiinoglobulinler, laktoferrin ve laktoperoksidazlarin antimikrobiyal
etkisi bir¢ok arastirici tarafindan caligilmis ve bu proteinlerin hidrolizi sonucu agiga ¢ikan
peptitlerin de benzer sekilde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu dogrulanmistir (Hoer ve
Bostwick, 2000). Tome ve Ledoux (1998), laktoferrinin patojenlere, a-kazein kaynakli
isracidin peptitinin ise Staphylococcus aureus’ a kars1 antibakteriyel etki sergiledigini tespit
etmislerdir.

Kisinin i¢ ve dis kokenli stres ve hastalik faktorlerine, akut ve kronik rahatsizliklara
kars1 direng gostermesinde immune (bagisiklik) sistemin rolii bir¢ok klinik ¢aligma ile ortaya
koyulmustur. Biyoaktif fonksiyonlara sahip peptitlerin bagisiklik sistemi tizerindeki pozitif
veya negatif etkileri farkli yollarla olabilmektedir. Antikor {iretimi, sitotoksik aktivite,
lenfositlerin ¢ogalmasinin tesvik edilmesi vb. mekanizmalar bunlara 6rnek verilebilir.
Biyoaktif peptilerin tiiriine bagli olmak kosuluyla, yiiksek yada diisiik dozlarda farkli

immunomodiilator etki sergileyebildigi bildirilmistir. Ornegin diisiik dozlarda kasomorfinin

12



lenfosit ¢ogalmasini baskiladigi, yiiksek dozda ise diizenleyici yonde etki sagladigi
bildirilmistir (Gill ve Rutherfurt, 1998).

Kan pihtilagmasi i¢in elzem proteinlerden biri olan fibrinojenin, bu kritik rolii yapisinda
bulunan gama zinciri sayesinde gerceklestirdigi diistiiniilmektedir. Yapilan arastirmalar,
fibrinojen gama zinciri ile anne siitii veya inek siitiiniin yapisinda yer alan k-kazein zincirinin
yapisal olarak birbirine benzedigini gostermistir. K-kazeinin tagidigi bu 6zellik, fibrinojenin
gama zinciri ile birlesmesine ve trombosit agregasyonunu engellemesine neden olmaktadir
(Tirelli ve ark., 1997). Ayrica giinliik yaklasik 2 porsiyon siit ve yogurt tiikketiminin,
antitrombotik etki gosteren serum kazeinoglikopeptit diizeyini artirdigi rapor edilmistir
(Chabance ve ark., 1998).

Angiotensin I-doniistiiriicii enzim (ACE) inhibitorii ilaglar, hipertansiyon ve kronik kalp
rahatsizliklarinda kullanimi giderek yayginlasan ilaglardir (Eyigor ve ark., 2015). Biyoaktif
peptitlerin ACE inhibitor aktivitesi sergiledigi ve bdylece kalp-damar sistemi {izerinde
olumlu etkilere sahip oldugu farkli aragtirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Donagh ve ark.
1999; Haque ve ark., 2008; Bara¢ ve ark., 2017)

Biyoaktif peptitlerin kanitlanan opioid (morfin benzeri) etkilerinin, kisinin sinir sistemi
iizerindeki pozitif sonuglarla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir. Klinik olarak da opioid
peptitlerin, (beta-kazomorfin, a-lactoferrin, B-lactoferrin) damar yoluna verilmesinin
yatistiricl, uykuya gecisi kolaylastirict ve analjezik fonksiyonlara sahip oldugu bildirilmistir.
(Akhtar, 2017; Kaur ve ark., 2019)

Biyoaktif peptitlerin sinir, sindirim, bagisiklik ve kalp-damar sistemi {izerindeki klinik
fonksiyonlarina ek olarak minor biyolojik fonksiyonlar da sergileyebildigi rapor edilmistir
(Korhonen ve Pihlanto-Leppild, 2000). Ozellikle kazein fosfopeptitleri, bagirsaklardan
viicuda kalsiyum ve demir emilimini artirict yonde olumlu etki saglamaktadir. Bunlara ek
olarak anti-oksidatif, anti-diabetik, anti-kanser, anti-lipemik bulgular da farkl: arastirmacilar
tarafindan tespit edilmistir (Sharma ve ark., 2011; Trivedi ve ark., 2015; Dalir ve ark., 2018)

2.4. Siit Sanayinde Bitkisel Enzimlerin Biyoaktif Peptit Uretiminde Kullanimu
Enzimler, tepkimeyi hizlandiran ve tepkimeden bozulmadan ¢ikan biyolojik

katalizorlerdir. Canlilar tarafindan farkli metabolik yollarla sentezlenmektedirler. Enzimler

protein yapisinda olup hiicre icerisinde veya hiicre disinda aktivite gosterebilmektedirler.

Enzimler farkli biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleme 6zelligindedirler. Proteinlerin daha
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kiiciik peptit yapilarina parcalanmasini gergeklestiren enzimler genel olarak “proteazlar”
olarak adlandirilmaktadir. Proteazlar, endiistriyel enzim ticaretinin biiyiikk bir kismini
olusturmaktadir. Proteazlar, et, deri, ilag, deterjan, siit ve alkollii i¢ecekler gibi birgok
sektorde kullanilmaktadir. Proteazlar endo proteazlar ve ekzo proteazlar olmak iizere 2
sekilde siniflandirilmaktadir. Endo proteazlar; serin, sistein, aspartil ve metallo proteazlar
olarak gruplanirken, ekzo proteazlar; amino proteazlar ve karboksi proteazlar olarak ikiye
ayrilmaktadir. Proteazlar hayvansal, bitkisel ve mikrobiyolojik kaynaklardan elde
edilebilmektedirler (Anonim, 2018). Siit sektoriinde en fazla kullanilan proteaz 6zellige
sahip enzim hayvansal kaynakli rennettir. Rennet siitiin pihlastirilmasinda ve peynir
tiretiminde kullanilmaktadir. Rennet, buzag: sirdeninden elde edilmekte ve yliksek miktarda
kimotripsin igermektedir. Son yillarda, rennet enziminin mikrobiyel yollarla tretimi
gerceklestirilmis ve ticari olarak kulanilmaya baslanmistir. Buna gére, Mucor miehei, Mucor
pusillus ve Endothia parasitica kiiflerinden ve genetik olarak degistirilmis Escherichia coli
ve Kluveromyces lactis bakterileri ile rennet enzimi biyoteknolojik olarak iiretilmektedir
(Metin, 1998). Hayvansal ve mikrobiyolojik rennete alternatif olarak bitkisel pihtilastirici
enzimlerin kullamimi ile ilgili ¢alismalar da gerceklestirilmistir. Dogal olarak c¢esitli
bitkilerde bulunan enzimler proteolitik aktivite gostermekte ve siitliin pihtilagmasini
saglamaktadirlar (Metin, 1998; Say ve Giizeler, 2016; Say ve ark., 2012). Ornegin; papain,
bromelain gibi proteolitik bitkisel enzimler; bitkilerin kok, govde, sap, tohum, ¢igek, meyve
ve yaprak gibi belirli bolgelerinde bulunmakta ve farkli yontemlerle elde edilmektedir.
Bitkisel proteazlarin rennetten farkliligi, yiiksek pH ve yiiksek sicaklikta aktivitelerini
stirdiirebilmeleri ve yliksek 1s1l islem gormiis siitleri de efektif olarak pihtilastirabilmeleridir
(Say ve Giizeler, 2016; Say ve ark., 2012).

Ulkemiz bitki florasi olarak ¢ok zengin olup farkli tiirdeki endemik bitkiler uzun
yillardan beri halk tarafindan cesitli gidalarin yapiminda kullanilmaktadir. Bazi siit
iiriinlerinin yapiminda bu bitkilerin pihtilastiric1 olarak kullanildigi bilinmektedir. Incir
(Ficus carica), altin gilek (Physalis peruviana), teleme otu (Euphorbia maculata), kenger
otu (Gundelia tournefortii) ve nohut (Cicer arietinum) siitiin pihlagtirllmasinda kullanilan
bitkilere drnek verilebilir (Say ve Giizeler, 2016). Bu ¢ergevede, yapilan bu tez ¢alismasinda,
kavun, enginar ve ananas kabuklarinin kullanilmasi diistiniilmiistiir. Kavun, enginar ve
ananas kabuklar1 gesitli proteolitik enzimler icermektedir. Ozellikle kavun ve enginarin

tilkemizde yliksek miktarda tiretildigi bilinmektedir. Diger taraftan, meyve suyu sanayinde
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hammadde olarak kullanilan ananasin meyvesi alinmakta ve soyulan kabuklar1 ise 6nemli
miktarda atik olusturmaktadir. Bu nedenle {i¢ bitkinin kabuklarindan elde edilen proteolitik
enzim ekstraktlarinin protein tiirevli terapotik iiriinlerin tiretiminde kullanilma potansiyeli
bulundugu diisiiniilmiistiir. Nitekim, yapilan ¢alismalarda, farkli tiir hayvanlarin siitlerinin
dogrudan veya bu hayvanlarin siitlerinden elde edilen peynir alt1 sularinin hayvansal/ bitkisel
kaynaklardan elde edilen proteazlarla muamelesi sonucunda farkli biyoaktif peptitlerin elde
edilmesi ve peynir alti suyunun fonksiyonel 6zelliklerinin artirilmasi tizerine galismalar
yiriitilmektedir (Abdel-Hamid ve ark., 2017; Welsh ve ark., 2017; Tsai ve ark., 2008). Bu
cercevede, bitkisel dogal kaynaklarden elde edilen proteazlarin, genis sicaklik ve pH
araliklarinda caligmasi, bu proteazlarin biyoteknolojik olarak farkli gida proteinlerinden
biyoaktif peptit iiretiminde kullanilmalarini saglamistir (Mazorra-Manzano ve ark., 2018).

Calismada kullanilan kavun, enginar ve ananas bitkileri hakkindaki bilgiler kisaca ifade
edilecek olursa; kavun, ¢evre kosullarina adaptasyonu ¢ok kolay olan ve diinyada yaygin
olarak yetistirilen bir bitkidir. Ulkemiz kavun iiretiminde diinyada ikinci sirada yer almakta
olup tilkemizde yaygin olarak yetistirilen kavun g¢esidi Cucumis melo L.’dur (FAO, 2010).
Kavun, en iyi 1lik ve sicak iklimlerde yetisir. Kavun’un gelisimi en iyi 20-30°C arasindaki
sicakliklarda olurken, sicakligin bu degerlerin altinda ya da iistiine seyretmesi bilyiimeyi
negatif yonde etkiler. Kavun, diisiik sicakliklara ve donmaya karsi ¢ok hassas bir bitkidir
(Salk ve ark., 2008). Kavun kabuklarinda siit pihtilagtirma aktivitesi ¢ok iyi olan cucumisin
enzimi bulunmaktadir. Kavun meyvesinden izole edilen cucumisin (EC 3.4.21.25) bir bitki
serin proteazidir. Papain (EC 3.4.22.2) ve ficain (EC 3.4.22.3) gibi bitki proteazlar ile
cucumisinin siit pthtilagtirma aktivitesi karsilastirildiginda, papaininkiyle ayni olmasina
ragmen ficain'in yaris1 kadardir. Abdalla ve ark. (2010), tarafindan yapilan bir ¢alismada,
kavun gibi cucumisin i¢eren Solanum dubium bitkisinin kabuklarinin su ile ekstraksiyonuyla
elde edilen enzimin, yiiksek pihtilastirma aktivitesine ve kisa pihtilasma siiresine sahip
oldugu tespit edilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada Cucumisin enziminin siitii pihtilagtirma
yeteneginin ¢ok yliksek oldugu ve aktivitesini ¢ok genis bir pH-sicaklik araliginda (20-90
°C) korudugu tespit edilmistir (Ahmed ve ark., 2009).

Yabani enginar olarak bilinen Cynara cardunculus, Compositac familyasina ait olan
tropikal bir bitkidir. Portekiz, Kuzey Afrika ve Ispanya’ nin giiney bolgelerinde, iilkemizde
ise Ege ve Akdeniz Bolgelerinde ¢ok yaygin bir sekilde yetistirilmektedir (Tejada ve ark.,
2006; Chazarra ve ark., 2007). S6z konusu bitkiden elde edilen enzim "Cardoon" olarak
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isimlendirilmektedir ve Ispanya yarimadasinda 200 yil1 agkin bir zamandir kullanilmaktadir.
Cardoon ile pihtilagtirilarak yapilan geleneksel peynirler; kremsi yumusak dokusu ve
kendine Ozgii tadi ile bilinmektedir (Prados ve ark., 2007). Cardoon enzimi, &zellikle
Avrupa’da keci ve koyun siitiinden yapilan bircok peynirin tiretiminde kullanilmaktadir
(Roseiro ve ark., 2003; Egito ve ark., 2007; Duarte ve ark., 2009). Yabani enginarin boyun
kismi, cicegi ve tepe boliimlerinde "Cardosin A" ve "Cardosin B" olarak adlandirilan
aspartik proteazlar yiiksek diizeyde bulunmaktadir. Her iki enzim de kimozine benzer
ozellikler gostermektedir. Cardosin B, Cardosin A'ya gore daha proteolitik olup her iki
enzim de k-kazein’deki Phel05-Met106 bagmna etki etmektedir. Bu enzimin proteolitik
aktivitesi yiiksektir ve aktivitesini ¢ok genis bir sicaklik araliginda (20-70 °C) korumaktadir.
70°C’deki aktivitenin, 40°C ve 20°C’lerdeki aktiviteden sirasiyla 5 ve 10 kat daha yiiksek
oldugu goriilmiistiir. Sicakligin 80°C civarina ulasmasi halinde ise aktivitenin hizla diistiigi
tespit edilmistir (Ahmed ve ark., 2009). Cardoon enzimi, diger pihtilastirici enzimlere gore
daha fazla kullamm potansiyeline sahiptir (Esteves ve ark., 2003). Ancak yapilan
calismalarda yabani enginardan elde edilen enzimler kullanilarak yapilan peynirlerde aci tat
ve doku kusurlarinin oldugu saptanmistir. S6z konusu enzimin tat tizerindeki en olumsuz
etkisi, peynirde yiiksek proteolitik aktiviteden dolay1 aci tat olusumuna neden olmasidir
(Jacob ve ark., 2011). Yabani enginardan elde edilen enzimlerden biyoaktif peptit liretiminin
incelendigi bir ¢aligmada (Tavares ve ark., 2011a) bitkiden elde edilen proteolitik enzim
ekstraktinin peynir alti1 suyu proteinlerinin hidrolizini gergeklestirdigi belirlenmistir.
Calismada peynir alt1 suyunun enzimatik hidrolizi ile tlser etkisine kars1 koruyucu 6zellik
gosteren biyoaktif peptitlerin iiretilebilecegi tespit edilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada
(Barros ve ark., 2011), yabani enginar ¢iceklerinden elde edilen aspartik proteazin -
laktalbumin’i biiyiik 6l¢iide pargaladigi, B-laktoglobulin’i ise ¢ok diisiik oranda hidrolize
ettigi belirlenmistir. Enzimin, her iki proteini de diisiik molekil agirlikli peptitlere
parcaladigi belirlenmesine ragmen biyoaktif 6zelliklerinin neler oldugu belirlenememistir.
Ananas (Ananas sativus), Bromeliaceae ailesinden ¢ok yillik bir bitkidir (Devi ve ark.,
1997). Genellikle, tropikal bolgelerde yetistirilmektedir (Mohamed ve ark., 2010). Ananas,
diinyada iiretimi ve ticareti yapilan en 6nemli bitkilerden biridir (Yusof ve ark., 2015; Bozaci
ve ark., 2007). Diinyadaki en 6nemli iireticileri Tayland, Endonezya, Brezilya, Hawaii, ve
Filipinlerdir (Mohamed ve ark., 2010). Ananas meyvesi 1lik ve nemli hava kosullarinda

yetismektedir. Bu nedenle Tiirkiye'de Ege, Akdeniz ve Marmara bolgelerinde ¢ok yaygin bir
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sekilde iiretimi gergeklestirilmektedir. Ananas bitkisinin yapraklarindan ekstrakte edilen
bromelain enzimi ilag ve gida endiistrisinin 6nemli hammaddelerinden biridir (Bozaci ve
ark., 2007). Ananasta yiiksek oranda bulunan bromelain enziminin proteinleri denature etme
yetenegi bulunmaktadir ve bu enzimin proteolitik aktivitesi yiiksektir. Bromelain enzimi,
“Bromelain A” ve “Bromelain B” enzimlerinin karisimindan olusmaktadir. Bromelain
enziminin sindirimi kolaylastirict etkisi bulunmaktadir. Bu 6zelliginden dolay1 et ve et
iriinlerinin iiretiminde de ¢okca kullanilmaktadir (Carvalho ve ark., 2009). Yapilan bir
calismada ananas yapraklarindan elde edilen 33 kDa molekiil agirligina sahip bromelain’in
stit proteinlerini pihtilagtirma aktivitesinin yiiksek oldugu belirlenmistir (Duarte ve ark.,
2009). Buna gore ham ve kismi olarak saflagtirilmis enzimin ¢alisma pH’larinin sirasiyla
6,5-7, maksimum siit pthtilagtirma sicakliginin ise 55 °C oldugu tespit edilmistir. Mederios
ve ark., (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada ananastan elde edilen bromelain enzimi ile inek
stitiinii kism1 olarak hidrolize ederek “hidrolize inek siitii” formiilasyonu gelistirmislerdir.
Aragtiricilarin gelistirdikleri “hidrolize inek siitii” formiilasyonunda 3-10 kg/mol agirliginda
biyoaktif peptitlerin oldugu ve pihtilastirmada kullanilan enzim miktar1t ve siitiin
(yagli/yagsiz) ¢esidine gore ACE inhibitor aktivitesinin %16,08 ile %43,94 olarak degistigi

belirlenmistir.

2.5. Laktik Bakterilerinin Biyoaktif Peptit Uretiminde Kullanimu

Laktik asit bakterilerinin birgok grubu gidalarin fermentasyonunda c¢ok eski
zamanlardan beri koruyucu olarak kullanilmaktir. S6z konusu bakteriler, gida maddelerinin
duyusal 6zelliklerine olumlu katkisindan dolayr gida fermentasyonunda oncelikle tercih
edilmektedirler. Bu nedenle, laktik asit bakterileri artisanal ve geleneksel gidalardan veya
insanlarin farkli organlarindan izole edilebilmektedir. Laktik asit bakterileri insan
metabolizmas: i¢in olumlu etkilere sahip yararli metabolitleri iiretmekte ve bazi tiirleri
probiyotik 6zellik gostermektedir. Giinlimiizde laktik asit bakterileri {izerine birgok ¢alisma
yuriitilmektedir (Venegas-Ortega ve ark., 2019). Laktik asit bakterilerinin starter kiiltiir
olarak kullanildig1 gidalarin basinda fermente siit iiriinleri gelmektedir. Siit {irlinlerinde
laktik asit bakterileri, peynirin olgunlasmasinin hizlandirilmasi, yogurtta aroma ve tat
ozelliklerinin zenginlestirilmesi gibi teknolojik amaglar i¢in kullanilmaktadir. Son yillarda
laktik asit fermentasyonu sonucu olusan nutrasétiklerin ve antimikrobiyel 6zellik gésteren

bakteriosinlerin iiretimini saglamak i¢inde siit ve siit lirtinleri igerisinde laktik asit bakterileri
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yaygin bir sekilde kullanilmaya baglanmistir (Leroy ve Vuyst, 2004). Laktik fermentasyon
sonucu, siitte bulunan proteinler (6r; kazein, serim proteinleri) daha kiigiik peptitlere
pargalanarak, opioid, mineral baglayici, ACE inhibitor, antioksidan, antimikrobiyel ve hiicre
diizenleyici ozellikler gostermektedir. (Cizelge 2.3). Le blanc ve ark., (2002) yaptiklar1 bir
calismada Lactobacillus helveticus R389 ile fermente ettikleri yagsiz siitte bagisiklik
sistemini diizenleyici peptitlerin olusumunu incelemislerdir. Calisma sonucunda fermente
stitiin bilesiminden 3 farkli biyoaktif peptit fraksiyonunun olustugu ve sdz konusu
fraksiyonlarin in vivo ortamda bag dokusunda olusan fibrokarsom timariine karsi antitimaor
etki gosterdigi ve I[gA'B hiicrelerinin artisin1 saglayarak da bagisiklik sistemini gii¢lendirici
etkilerinin oldugu belirlenmistir. Yapilan diger bir calismada (Chaves-Lopez ve ark., 2014),
farkl1 tiirde mikrobiyel kiiltiirler kullanilarak ACE inhibitor aktivitesi yiiksek fermente siit
iretimi incelenmistir. P. kudriavzevii KL84A, Lactobacillus plantarum LAT3 ve
Enterecoccus faecalis KE06’in birlikte kullanilmasiyla yiiksek ACE inhibitor aktivitesine
sahip fermente siit liretiminin gergeklestirilebilecegi belirlenmistir. Buna gore, s6z konusu
fermente siitiin peptit igeriginin 2 mg/ml diizeyinde oldugu ve 6 °C’de 7 giinliik depolama
stiresince fermente siitteki ACE inhibitor aktivitesinin baslangi¢ ACE inhibitor aktivitesine
gore 2 kat, peptit iceriginin ise 1.7 kat arttigi saptanmustir.

Liisa Ryhanen ve ark., (2001), 12 farkl: laktik asit bakterisi igeren (Lactococcus sp.
Leuconostoc sp. (BD-ti kiiltiir), Propionibacterium sp., Lactobacillus sp., Lactobacillus
acidophilus, Bifidobacterium sp.) ticari karisik kiiltiir ile trettikleri ve 10 °C’de 4 ay
olgunlastirdiklar1 Festivo peynirinde ACE inhibitor aktivitesine sahip biyoaktif peptitlerin
olustugunu belirlemislerdir. S6z konusu biyoaktif peptitlerin asi-kazeinin N-terminal
ucunda olusan f(1-9), f(1-7) ve f(1-6) fraksiyonlar1 oldugu belirlenmistir.

Yapilan diger bir c¢alismada (Sah ve ark., 2014), yogurt kiiltiri
(S. thermophilus + L. bulgaricus) ile birlikte L. acidophilus, L. caseive L. paracasei
kullanilarak iretilmis yogurtlardan elde edilen ham peptit ekstraktlarinin 6zellikleri
incelenmistir. Calisma sonucunda, yogurt kiiltiirii ile probiyotik kiiltiir ilave edilen
yogurtlarin ham peptit ekstraktlarinin antitiimor ve antioksidan aktivitelerinin sadece yogurt
kiiltiirti kullanilarak tiretilen peptit ekstraktlarina gére daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Buna gore, arastiricilar L. acidophilus, L. casei ve L. paracasei probiyotik kiiltiirleri
kullanilarak antitiimor etkisi artirllmig fermente siit iirlinlerinin {retilebilecegini ifade

etmislerdir.
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Cizelge 2.3. Siit proteinlerin laktik asit bakterileriyle fermentasyonu sonucu olusan bazi
biyoaktif peptitler (Korhonen ve Pihlanto, 2006; Venegas-Ortega ve ark., 2019)

Laktik asit bakterisi Onciil Protein Biyoaktif Peptit
Bagisiklik sisteimin diizenleyici
etkili biyoaktif peptitler: 6nemli

Lactobacillus acidophilus ATCC

4356 as1 ve B kazein derecede Caco-2 cell hatlarinda
bazal NFk B aktivitesinin
disiiriilmesi

IC';?.\?;OCOCCUS lactis subsp. lactis a ve B kazein ACE inhibit6r aktivite

Lactobacillus delbrueckii ssp. Bagisiklik sistemin diizenleyici

lactis 92202 etkili biyoaktif peptitler:

Lactobacillus delbrueckii ssp. HEK"®RE hiicreleri ile birilikte

bulgaricus 92059 TNF, bulunmas1 halinde iltihap
sokiicii etkiile birlikte ile birlikte
onemli derecede Caco-2 cell
hatlarinda bazal NFx B
aktivitesinin diistiriilmesi

ACE inhibitor aktivite,

o ve B kazein

Lactobacillus helveticus 92201

Lactobacillus helveticus o ve k kazein antihipertansif aktivite
Opioid aktivite, ACE inhibitor
Lactobacillus GG as1 Ve B kazein aktivite, Bagisiklik  sistemi
destekleyici
Lactobacillus helveticus CPN 4 Serum proteinleri ACE inhibitor aktivite
delbrueckii subsp. bulgaricus ; 1 . .
Lactobacillus IFO13953 k kazein ACE inhibitor aktivite
Lactob_acnlus delbrueckii subsp. B kazein ACE inhibitér akfivite
bulgaricus
'e‘)k(’t'rzst"’e“cus ICM 1004 cell free v 5,7 siit hidrolizatlar  ACE inhibitor aktivite

Laktik asit bakterileri mikrobiyel gelisim gosterirken hem bioyaktif peptitleri hemde
antimikrobiyel etkiye sahip protein temelli bakteriosinleri iiretmektedirler. Bakteriosin ve
biyoaktif peptitlerin tiretimi farkli biyokimyasal yollarla ger¢eklesmektedir. Laktik asit
bakterileri gelisimlerini saglarken iirettikleri bakteriosinleri hiicre dis1 ortama salgilarken;
biyoaktif peptitler hiicresel membran proteazlarin ortamdaki proteinleri pargalamasi sonucu
olusmaktadir. Uretilen biyoaktif peptitler, hiicre disinda bulunmakta olup laktik asit
bakterilerinin proteolitik sistemlerindeki azotun asimilasyonu i¢in kullanilmamaktadir. Hem
bakteriosinlerin hemde biyoaktif peptitlerin hiicre disinda bulunmasi her iki bilesenin ayn1
anda sentezlenmesi agisindan avantajli olmasina ragmen her ikisinin de ayri ayri
saflagtirilmas1 ¢ok zor olmaktadir. Buna ragmen, laktik asit bakterilerinin tek adimda bir
coklu iirtin liretme kapasiteleri farkli metabolitlerin ve katkilarin iiretimi i¢in endiistriyel

olarak kullanilmaktadir. Laktik asit bakterilerinin enzimatik aktivite sonucunda biyoaktif

19



peptit tiretimlerinin ger¢eklesebilmesi i¢in mikrobiyel besiyeri ortaminin protein miktarinin
en dogru sekilde ayarlanmasi gerekmektedir. Biyoteknolojik olarak biyoaktif peptitlerin
laktik asit bakterileri tarafindan iiretilmesi i¢in {iretim maliyetinin % 80’ini olusturan gok
pahali1 besiyeri ortamlar1 kullanilmaktadir. Bu nedenle gida endiistrisinde ortaya ¢ikan yan
iriin veya atiklari, hem insan sagligi icin GRAS statiisiinde olmalar1 hemde ekonomik
olduklari i¢in 6nemli alternatif besiyeri ortamlar1 olarak goriilmektedir (VVenegas-Ortega ve
ark., 2019). Peynir {iretiminin yan iiriinii olarak ortaya ¢ikan peynir alt1 suyu, igerdigi protein
matriksinden dolayr (B-laktoglobulin, a-laktalbumin, immunoglobulin, serum albumin,
laktoferrin ve laktoperoksidaz) laktik asit bakterileri igin lizerinde galisilan en Gnemli
besiyeri ortamidir. Nitekim, yapilan bir¢ok calismada peynir alt1 suyu kullanilarak hem
biyoaktif peptitlerin hem de diger metabolitlerin liretimi gergeklestirilmistir (Madureira ve
ark., 2010). Hamme eve ark., (2009) ham kegi siitiinden elde edilen peynir alti suyunun
Lactobacillus rhamnosus ve Kluyveromyces marxianus ile ayri ayri fermente edilmesiyle
sirastyla % 52 ve % 45 ACE inhibitor aktiviteye sahip fermente peynir alti suyunun
tiretilebilecegini belirlemislerdir. Yapilan diger bir calismada (Ahtesh ve ark. 2016),
proteolitik enzim olan Flavourzyme® ile desteklenmis ve Lactobacillus helveticus’un farkli
suslariyla (881315, 881188, 880474 ve 880953) fermente edilmis rekonstitiiye yagsiz siit ve
% 4’liikk peynir alt1 suyu konsantratinda ACE inhibitor peptitlerin olusumu incelenmistir.
Caligsma sonucunda, L. helveticus 881315 ile fermente edilmis rekonstitiiye yagsiz siit ve %
4’liik peynir alt1 suyu konsantratinda L. helveticus 881315’un yiiksek proteolitik aktiviteye
sahip oldugu, fermente olmus her iki ortamda da ACE inhibitor aktivitesinin yliksek oldugu
belirlenmistir. ACE inhibitor peptitlerin olustugu en iyi ortamin enzimle desteklenmis
rekonstitiiye yagsiz siit oldugu bildirilmistir.

Literatiir verileri degerlendirildiginde, farkli protelitik enzimler ve/veya laktik asit
bakterileri kullamlarak peynir alti suyundan farkli fizyolojik etkilere sahip biyoaktif
peptitlerin tiretim potansiyelinin bulundugu agikca goriilmektedir. Bu ¢ergevede, yapilan bu
calismada peynir alt1 suyunun probiyotik 6zellik gosteren laktik asit bakterileri ile fermente
edilerek ve bitkisel kaynakli proteolitik enzimler yoluyla hidroliz edilerek biyoaktif

peptitlerce zengin peynir alt1 suyunun tiretilme potansiyelinin arastirilmasi diistiniilmistiir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Projede kullanilan peynir alt1 suyu, Usak’da peynir alt1 suyu tozu liretimi yapan Usak
Siit A. S. firmasindan pastorize sekilde temin edilip boliim laboratuvarina getirilmistir. Bu
sekilde temin edilen peynir alt1 suyu fermentasyon ve enzimatik hidrolizasyon islemleri i¢in
kullanmilmistir. Calismada kullanilan kimyasallar ve standart maddeler analitik
/kromotografik saflikta olup Merck (Darmstadt, Almanya) ve Sigma—Aldrich (St Louis,
ABD)’den satin alinmistir. Mikrobiyel fermentasyon icin kullanilan Lactobacillus
acidophillus ve Lactobacillus rhomnosus saf kiiltiirleri freeze dry seklinde Chr. Hansen
(Istanbul, Tiirkiye) firmasindan temin edilmis olup mikrobiyolojik analizlerde kullanilan
besiyerleri Lab M (Lancashire-Ingiltere) ve Sigma-Aldrich (St Louis, ABD) firmalarindan

satin alinmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Peynir Alt1 Suyunun Pastorizasyonu

Usak Siit A.S. firmasindan temin edilen peynir alt1 SUyu’nun pastérizasyonu isletmede
bulunan plakali 1s1 degistirici sistem (Resim 3.1) ile ¢ok yiiksek sicaklik pastorizasyon
normlart olan 85 °C’de 15-30 sn seklinde gergeklestirilmistir. Daha sonra peynir alt1 suyu
steril edilmis 2 L’lik kapakli cam sigelere konularak boliim laboratuvarina getirilmistir. 2
L’lik siselerde bulunan peynir alti sular1 hizlica mikrobiyal fermentasyon ve enzimatik

hidrolizasyon islemlerine alinmistir.

3.2.2. Peynir Alt1 Suyunun Probiyotik Bakteriler ile Fermentasyonu

Pastorize peynir alt1 suyu, 500 mL’lik schott siselerde 6 es kisma aseptik sekilde
ayrilmisgtir (Resim 3.2). Bu sekilde ayrilan peynir alti sulari, McFarland standartlariyla
ayarlanmig Lactobacillus acidophillus ve Lactobacillus rhamnosus bakteri soliisyonlart ile
yaklasik 6 log diizeyinde inokiile edilmistir. Inokiilasyondan sonra peynir alt1 sular1 37 °C’de
16-20 saat inkiibasyona birakilarak fermente edilmistir. Fermentasyon, Lactobacillus
acidophillus i¢in mikroaerobik olarak 150 rpm karigtirma hizinda, Lactobacillus rhomnosus
ise anaerobik olarak inkiibatorde gergeklestirilmistir (DAIHAN, IS-30, Giiney Kore).
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Fermentasyonun 6., 12. ve 24. saatlerinde peynir alt1 suyu 6rnekleri alinarak biyokimyasal

ve mikrobiyolojik analizler ger¢eklestirilmistir.

Resim 3.2. Aseptik sekilde 6 esit par¢aya ayrilmis peynir alt1 Suyu

3.2.3. Bitkisel Ham Enzim Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Peynir alt1 sularinin enzimatik hidrolizi i¢in ananas, enginar ve kavun kabuklarindan
ultra saf su ile elde edilen ham enzim ekstraktlari kullanilmistir. S6z konusu ham enzim
ekstaklarinin elde edilmesinde Konrad vd. (2014)’nin 6nerdigi metot modifiye edilmistir.

Bu amagla, ananas, enginar ve kavun kabuklar1 etiivde 50 °C’de 3-5 giin kurutularak
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laboratuvar tipi blendardan gecirilmistir. Daha sonra toz haline gelen kabuklardan 25 g
tartilarak 250 mL ultra saf su kullanilarak cam siselere aktarilmistir. Cam siseler, oda
sicakliginda 150 rpm’de 24 saat ¢alkalanmis ve ham ekstraktlar bir tiilbentten siiziilerek 250
mL’lik beherlere alinmistir (Resim 3.3). Beher igerisinde bulunan ekstraktlara %30
doygunluga ulasana kadar amonyum siilfat + 4 °C’de eklenerek karigtirilmistir. Daha sonra
ekstraktlar 4000 rpm’de 20 dakika boyunca santrifiij (Lab 312, Tiirkiye) edilmistir. Santrifiij
sonunda berrak supernatant siiziilmiis ve kalint1 kisima tekrar 30 mL ultra saf su eklenmistir.
Saf su eklenen ekstraktlar diyaliz membranina (Spectrum, Spectra/Por 1 Dialysis Tubing, 6-
8 kD MWCO) alinarak saf suya kars1 + 4 °C’de 24 saat boyunca diyalizi gergeklestirilmistir.
Ham ekstraktlarda, ananasdan sistein proteazlarin (6rn; bromelain), kavundan serin

proteazlarin (6rn; cucumisin) ve enginar kabugundan aspartik proteazlarin (6rn; cynarase)

elde edildigi diistintilmiistiir.

Resim 3.3. Ananas, enginar ve kavun kabuklar1 ve ham ekstraktlar

3.2.4. Peynir Alt1 Suyunun Enzimatik Hidrolizi

Peynir alt1 suyunun enzimatik hidrolizi i¢in ananas, kavun ve enginardan elde edilen
ham sivi ekstraktlar kullanilmistir. Peynir alti sularmin hidrolizasyonu mikrobiyolojik
fermentasyonda oldugu gibi 6 esit kisima ayrilmis (250 mL) ve pH’lar1 siit pH’s1 olan 6,68’¢
0,1 N steril NaOH ile ayarlanmigtir. Daha sonra peynir alt1 sularina izole edilen ham enzim
ekstraktlarindan 10 mL ilave edilerek hidroliz islemi gergeklestirilmistir. Hidrolizasyon 37
°C’de, 150 rpm karistirma hizinda 24 saat siirdiiriilmiistir. Hidroliz stiresince 6., 12. ve 24.
saatlerde peynir alt1 suyu orneklerinden numuneler alinarak hizlica 5 °C’ye sogutulmustur

Hemen analiz yapilmayacak 6rnekler -30 °C’de saklanmustir.
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3.2.5. Kimyasal Analizler
3.2.5.1. Genel Kompozisyon
Caligmada kullanilan peynir alt1 suyunun pH analizi, kurumadde, ve kiil tayini Bradley

vd., (1992)’ a gére yapilmistir. Orneklerin protein miktar1 Kjeldahl yontemi ile belirlenmistir
(Bradley vd., 1992).

3.2.5.2. izole Edilen Ham Enzim Ekstraktlarinda Preteolitik Aktivitenin Olciilmesi
Ananas, kavun ve enginardan izole edilen enzimlerin proteolitik aktiviteleri
spektrofometrik olarak Konrad vd. (2014)’ e gore yapilmistir. Bu metotda spesifik olmayan
proteaz aktivitesi, kazein’in substrat olarak kullanilmasiyla belirlenmektedir. Buna gore, bir
cam tiip igerisindeki 5 mL %0.65’lik kazein ¢ozeltisine 1 mL ham enzim ekstrakt: ilave
edilmis ve 37 °C’de 20 dk inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda, tiip igerisine 5 mL 110
mM trikloraasetik asit (TCA) ¢o6zelti ilave edilmistir. Daha sonra karigim 37 °C’de 20 dk
inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda karigtm 0.45 picron PTFE filtreden
gecirilmistir. Bu sekilde hazirlanan ¢6zeltiden baska bir tiipe 2 mL konularak iizerine 5 mL
50mM’lik sodyum karbonat (Na2COs) ve 1 mL 0.2 N Folin Ciocalteu’s ¢ozelti ilave edilerek
tekrar 37 °C’de 20 dk inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 660 nm’de absorbansi
kore karsi okunmustur. Bitkisel ham enzim ekstraktlariin proteolitik aktivitesi daha
onceden olusturulmus tirozin grafigi (EK1) yardimiyla Ul/mL enzim ekstrakti olarak

belirlenmistir.

3.2.5.3. Jel Elektroforez Yontemiyle Hidroliz Diizeyinin Belirlenmesi

Fermente ve hidroliz edilen peynir alti suyu proteinlerinin hidroliz diizeylerinin
belirlenmesi amaciyla SDS-PAGE jel elektroforez yontemi kullanilmistir. Bu amag igin
Biorad firmasindan Tris-Tricine Precast Gel (16,5% 1,5-30 kD) temin edilmistir.
Fermentasyon ve enzimatik yollarla hidroliz edilen peynir alti1 sular1 6ncelikle 15 mL’lik
falkon tiiplerine alinarak 4000 rpm’de 20dk santrifiij edilmis ve santrifiij edilen numunelerin
orta kismindan 50 uL 6rnek eppendorf tiiplerine alinarak 50 pL ultra saf su ile seyreltilmistir.
Daha sonra, eppendorf tiipiiniin igerisine 25 pL tricine 6rnek tamponu (200 mM Tris-HCI,
pH 6,8, % 2 sodyum dodesil sulfat - SDS, %40 gliserol, %0,04 Coomassie Brilliant Blue G-
250, 2% B-mercaptoethanol, Biorad, ABD) eklenerek 15 dk vorteks uygulanmustir.

Hazirlanan 6rnekler 95 °C’deki su banyosunda 6,5 dk bekletilerek protein denaturasyonu
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gergeklestirilmistir. SDS-PAGE Elektroforez iinitesine yerlestirilen jel kuyucuguna her biri
14 uL olacak sekilde numuneler ve protein standardi (Precision Plus Protein™ Dual Xtra
Standards (2-250 kD, Biorad-ABD) yiiklenmistir. Numuneler, 60 VV’da 10 dk, 80 V’da 125
dk buffer ortaminda (10xTris/Tricine/SDS buffer, Biorad-ABD) jelde yiiriitiilmiistiir. Elde
edilen jellerin asetik asitte 20-30 dk fiksasyonu, %0,1’lik Coomassive Blue R250 boya
cozeltisi icerisinde 20 dk boyamasi ve ¢alkalayici iizerinde 24 saat siireyle methanol + asetik
asit ¢cozeltisinde yikamasi yapilarak protein bantlarinin goriiniir hale gelmesi saglanmistir.
Daha sonra, jellerin goriintiileri UV Transilluminator’e alinarak fotograflar1 ¢ekilmistir.
Daha sonra jel fotograflarinin Gel Analyser 2010 (Freeware, from Dr. Istvan Lazar) jel

goriintiileme paket programiyla protein bantlarinin yogunluklari belirlenmistir.

3.2.6. Mikrobiyolojik Analizler
3.2.6.1. Probiyotik Bakterilerin Sayim

Peynir alti suyunun fermentasyonu sirasinda probiyotik mikroorganizmalarin
mikrobiyel gelisimlerini izlemek igin mikrobiyolojik sayimlar1 gergeklestirilmistir. Bu
amagla; L. acidophilus sayimi i¢in modifiye MRS-Agar besiyeri (1,5 g/l safra tuzlari igeren),
L. rhamnosus sayimi i¢in modifiye MRS-Agar (%0,04 g bromkrosol yesil) kullanilmistir.
Uygun diliisyonlar hazirlanarak séz konusu bakterilerin dokme plak yontemiyle ekimleri
yapilmistir. Ekim yapilan petriler L. acidophilus i¢in mikroaerofilik, L. rhamnosus igin
anaerobik kosullarda 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakilmis ve sayimlar
gergeklestirilmistir (Dave ve Shah, 1996; Kailasapathy vd. 2008).

3.2.7. Peynir Alt1 Suyunun Biyolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi
3.2.7.1. Antimikrobiyel Aktivite Tayini

Fermentasyon ve enzimatik yolla hidroliz edilen peynir alti1 sularinda antimikrobiyel
aktivite disk diflizyon yontemiyle Cherrat vd., (2013)’e gore gergeklestirilmistir. Fermente
ve hidrolize peynir alt1 sularinin patojenler tizerine inhibisyon etkisini belirlemek igin
Escherichia coli ATTC 25922, Staphylococcus aureus ATTC 6538, Listeria monocytogenes
4c RSKK 476, ve Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 700408
bakteri suslart kullanilmistir. Bu amacgla Oncelikle suslar Nutrient Broth’da
canlandirilmistir. Canlandirilan bakteri kiiltiirlerinin inokulumlarimin hazirlanmasi igin
Tryptic Soy Broth (TSB, Biolife, italya) besiyeri kullanilmistir. S6z konusu bakteri kiiltiirleri
ayr1 ayrt TSB’ye aktarilarak 37+2°C’de 24 saat inkiibe edilmistir (L. monocytogenes
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30+2°C’de 24 saat inkiibe edilmistir.) TSB’de ¢ogaltilan kiiltiirler aseptik ortamda sanrifiij
edilmis ve serum fizyolojik su ile yikanmistir. Bu sekilde hazirlanan kiiltiirler McFarland
¢ozeltisi ile 0,5’¢ ayarlanmistir. Daha sonra, 108 kob/mL diizeyinde ayarlanan kiiltiir
soliisyonlar1 onceden hazirlanip katilagtirilmis steril Muller Hinton Agar igeren petri
kutularina 0,1 mL olacak sekilde (yayma plak yontemi) ekimleri gergeklestirilmistir. EKimi
gergeklestirilen besiyerlerinin siispansiyonlart emmesi beklendikten sonra steril disklere
(Bioanalyses, Tiirkiye) aseptik sekilde fermente ve hidrolize peynir alt1 suyu ornekleri 25
pL emdirilmis ve diskler steril pens yardimiyla besiyeri {izerine yerlestirilmistir. Bu sekilde
hazirlanan besiyerleri 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda
disklerin etrafindaki zonlar dijital kumpas yardimiyla 6l¢iilmistiir. Pozitif kontrol olarak
spiramycin (100 ug) ve erythromycin (100 pg) antibiyotiklerinin soliisyonlar: kullanilmistir.

3.2.7.2. Antioksidan Aktivite Tayini

Fermente ve hidrolize peynir alti1 sularinda antioksidan aktivite iki farkli yontem ile
belirlenmistir. Bunlar; Benvenutti ve ark., (2004) tarafindan 6nerilen DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) yontemi ve Apak ve ark., (2004) tarafindan o6nerilen CUPRAC (Bakir
Indirgeyici Antioksidan Kapasite) yontemi ile gergeklestirilmistir. Her iki yontemde de
fermentasyon ve enzimatik yolla hidroliz edilen peynir alti sulari seyreltme yapilmadan
kullanilmigtir. DPPH y6nteminde; 5 adet deney tiipiine 250,500,750,1000 ve 1250 pL peynir
alt1 suyu 6rnegi konularak tlizerine 600 pL. ImM DPPH radikali ilave edilmis ve tiiplerde
toplam hacim 6 mL olacak sekilde methanol eklenmistir. Numuneler, oda sicakliginda ve
karanlikta 30 dk bekletilmis ve 517 nm dalga boyunda spektrofotometrede okumasi
gerceklestirilmistir. Orneklerin ICso degerleri uL ekstrakt olarak ifade edilmistir. CUPRAC
yonteminde ise bir deney tiipiine 1mL 0,01 M bakir kloriir (CuCly) ¢ozeltisi, ImL 7,5x1073
M neokuproin, 1 mL pH 7°de amonyum asetat (CHsCOONHS.) ve 125 uL peynir alt1 suyu
ornegi konarak 1 dk. vortekslenmis ve karanlikta 30 dk. bekletilmistir. Daha sonra
numunelerin, 450 nm’de sahit ornege karsi okumasi gergeklestirilmistir. Orneklerin

CUPRAC sonuglari trolox ile ¢izilen standart egri yardimiyla hesaplanmistir (EK 2).
3.2.7.3. Angiotensin-Converting Enzim (ACE) Inhibitor Aktivitesi Tayini

Fermente ve hidrolize peynir alt1 sularinin ACE inhibitor aktiviteleri Cushman and
Cheung (1971) tarafindan gelistirilen ve ACE enziminin hippuril-L-histidil-L-16sin (HHL)
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substrat olarak kullanilarak hipiirik asit ve histidil-16sin’e par¢alamasi ve pargalanma iiriinii
olan hipiirik asidin 228 nm dalga boyunda absorbasinin 6l¢iilmesi prensibine dayanan
spektrofotometrik yontem ile gergeklestirilmistir. ACE inhibitor aktivitesinin 6l¢iilmesinde
fermente ve hidrolize peynir alt1 suyu numuneleri dogrudan kullanilmis olup Sanli ve ark.,
(2018) metot kosullari takip edilmistir.

3.2.8. istatistiksel Analizler

Calismada fermente ve hidrolize peynir alti sularinin kimyasal, biyokimyasal ve
mikrobiyolojik 0Ozelliklerindeki degisimleri belirlemek amaciyla cift yonli (two-way
ANOVA) varyans analizi teknigi kullanilmistir. Istatistiksel olarak 6nemli olan farkliliklarin
karsilastirilmas1 amaciyla TUKEY ¢oklu karsilagtirma testinden yararlanilmistir.
Istatistiksel analizlerde kullanilan model esitlik 1°de verilmistir (Sheskin, 2004). Tiim
istatistiksel analizlerin yapilmasinda SPSS for Windows (version 20.0), Minitab (version 16)

paket programlar kullanilmistir.

Yiig =+ a; + B+ (af) + e Esitlik 1

Burada; Yijk: i 6rneginin j fermente/hidroliz stiresindeki k deneyinin degeri, ai: 6rnek
cesidinin etkisini (i=1, 2, 3, 4, 5), Bj: fermentasyon/hidroliz siiresinin etkisini (j=1, 2, 3), ejj:

rastgele hata terimini gostermektedir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Genel Kompozisyon

Calismada kullanilan peynir alti Suyu’nun kurumadde ve protein miktari, temin edildigi
isletmede ultrafiltrasyon yoluyla % siit bilesimine yakin olacak sekilde (~10 Bx°, ve ~%3
protein) ayarlanmistir. Genel bilesimin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerde, peynir alti
suyunun kurumadde, asitlik (pH), protein ve kiil miktar1 sirasiyla %8,06, 7,1 pH, %2,10 ve
%1,16 olarak belirlenmis olup literatiirde peynir yapimi sonucu ¢ikan ve hicbir islem

gérmemis peynir alt1 suyunun bilesiminden biraz daha yiiksek degerlere sahiptir.

4.2. Ham Enzim Ekstraktlarinin Proteolitik Aktiviteleri

Bitkisel ham enzim ekstraktlarinin proteolitik aktivite degerleri hakkinda bilgi sahibi
olabilmek i¢in spesifik olmayan proteaz aktivitesi, kazeinden tirozin saliniminin
ol¢iilmesine dayanan spektrofometrik yontem ile belirlenmistir. Yapilan analiz sonucunda,
ananas, kavun ve enginar kabuklarindan elde edilen enzim ekstraktlarinin proteolitik enzim
aktiviteleri sirasiyla 5,066, 4,921 ve 5,514 Ul/mL enzim ekstrakti olarak belirlenmistir. Buna
gore; enginardan elde edilen ham enzim ekstraktinin proteolitik aktivitesinin diger
ekstraktlara gore daha yiiksek oldugu soylenebilir. Ancak s6z konusu yiiksek proteolitik
aktivite daha sonra tartisilacak olan SDS-PAGE analizlerinde dogrulanamamistir. SDS-
PAGE analizlerinde kavundan elde edilen ham enzim ekstraktinin peynir alti suyu
proteinlerini pargalamasinin daha yiliksek oldugu goézlenmistir. Bu durumun, analizde
substrat olarak kazein proteininin kullanimindan kaynaklandigi disiiniilmektedir. Ciinkdi,
proteinlerin yapisal diizeninden ve protein-enzim arasindaki etkilesimlerden enzim
aktivitesinin etkilendigi bilinmektedir.

Yapilan ¢alismalarda, bitkisel kaynaklardan elde edilen enzimlerin aktiviteleri farkl:
yontemlerle belirlenmistir ve degiskenlik gostermektedir. Lestari ve Suayta (2019),
yaptiklar1 bir ¢alismada ananas kabuklarindan elde ettikleri bromelian ham ekstraktinin
proteolitik aktivitesini 55°C’de 8,333 Ul/mL enzim ekstrati olarak belirlemislerdir. Yapilan
diger bir calismada (Esposito ve ark., 2016), enginar kabuklar1 ve alp devedikeni ¢i¢eginden
elde edilen aspartik proteaz enzim ekstraktlarinin toplam enzim pihtilastirma aktivitelerini

(enzyme clotting activity) 9,26 U ve 320,24 U olarak belirlemislerdir. Mazorra-Manzano ve
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ark., (2013) kiwi, kavun ve zencefil’den elde ettikleri sulu enzim ekstraktlarinin siiti
pihtilagtirma aktiviteleri ile sigir serum alblimin ve kazein {izerindeki proteolitik
aktivitelerini belirlemislerdir. Arastirmacilar, kiwi, kavun ve zencefil’den elde edilen enzim
ekstraktlarinin sigir serum albiimin tizerindeki proteolitik aktivitelerini sirasiyla 0,09, 0,11,
ve 0,37 U/mg belirlerken, kazein albiimin iizerindeki proteolitik aktivitelerini ise sirasiyla

0,55, 0,73 ve 0,90 U/mg olarak tespit etmislerdir.

4.3. Fermente ve Hidrolize Peynir Alt1 Sularinda Probiyotik Bakterilerin Gelisimleri
L. acidophilus ve L. rhamnosus ile fermente edilen peynir alti sularinda 24 saat’lik
fermentasyon siiresince olusan mikrobiyel gelisimler sekil 4.1°de gosterilmistir. Sekil 4.1
incelendiginde, her iki probiyotik bakterinin sayisinin 6 log kob/mL diizeyinden asagiya
diismedigi ve fermentasyon siiresince L. acidophilus sayisinda ortalama 0,39 log kob/mL
diizeyinde, L. rhamnosus’da ise 1,09 log kob/mL diizeyinde bir artisin meydana geldigi

belirlenmistir.

Peyniralti Suyunun Fermantasyonu Boyunca Probiyotik Bakterilerin Geligimi

-
-

-
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Mikroorganizma sayisi (log kob/mL)
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Sekil 4.1. Fermentasyon siiresince probiyotik bakterilerin peynir altt suyundaki mikrobiyel
gelisimleri

Probiyotik bakterilerin peynir alt1 suyundaki mikrobiyel gelisimlerinden elde ettigimiz
bulgular yapilan bazi ¢alismalarla benzerdir (Pescuma ve ark., 2008; Virtanen ve ark., 2007).
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Pescuma ve ark., (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada, termofilik laktik asit bakterileri olan
Streptococcus thermophilus CRL 804, Lactobacillus acidophilus CRL 636 ve Lactabacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CRL 454 kullanilarak fermente edilen rekonstitliye peynir alt1
suyu tozunun fonksiyonel i¢ecek iiretim potansiyelini arastirmislardir. Calisma sonucunda,
L. acidophilus CRL 636’nin hem 37 °C hem de 42 °C’de 24 saat fermentasyon siiresince
mikrobiyel gelisiminin ortalama 2,5 log oldugu ve fermentasyon siiresince peynir alti
suyundaki a-laktalbumin’in pargcalanmasinin B-laktoglobulinden (2,3 - 3,4 kat) daha fazla
oldugunu belirlemislerdir. Siit endiistrisinde kullanilan gesitli starter kiiltiirlerle fermente
edilen siitlerdeki mikrobiyel gelisim ve antioksidan aktivitenin incelendigi bir ¢alismada
(Virtanen ve ark., 2007), yagsiz siitiin L. acidophilus ile 24 saatlik fermentasyonu siiresince

L. acidophilus’un hiicre sayisinda 4 log’luk bir artisin meydana geldigi belirlenmistir.

4.4. Fermente ve Hidrolize Peynir Alti Sularimin Antioksidan Aktiviteleri

Oksidatif stress, oksijen ve azot reaktiflerinin tretim miktarinin artmasi ve
viicudumuzdaki endojen antioksidan mekanizmasinin yetersiz kalmasi ile olugmaktadir.
Oksidatif stress, viicudumuzda yasam boyunca meydana gelebilecek hastaliklarin
baslamasina ve ilerlemesine neden olan onemli bir faktordiir. Antioksidan maddelerin
giinlik diyetimizde bulunmasi viicudumuzdaki endojen antioksidan mekanizmasini
giiclendirmektedir. Antioksidan ozellikteki bilesenler 6zellikle meyve-sebze ve bunlarin
tirtinlerinde ¢ok fazla bulunmaktadir. Ancak, son yillarda yapilan bir¢ok ¢aligmada gidalarda
bulunan proteinlerin gesitli yollarla hidrolize olmas1 sonucunda da antioksidan 6zellige sahip
bir¢ok biyoaktif peptidin salindigi/olustugu ortaya konmustur (Mann ve ark., 2019).

Siit ve siit tirlinlerinde bulunan antioksidan 6zellikteki biyoaktif peptitlerin serum
proteinlerinden salindigi/olustugu ve 6zellikle metiyonin, sistein gibi kiikiirt igeren amino
asitler, tirozin, triptofan, histidin gibi aromatik 6zellige sahip aminoasitler ile lizin igeren
peptitlerin antioksidan 6zelliklerinin oldugu belirtilmektedir. S6z konusu amino asitlerden
kiikiirt igerenler, aktif SH gruplar1 bulundurduklar i¢in dogrudan radikaller ile etkilesime
girebilmektedir. Aromatik yapidaki aminoasitler ise yapilarindaki hidrojen atomlarini
elektron eksigi bulunan radikallere vererek antioksidan 6zellik gostermektedirler (Giir ve
ark., 2010; Mann ve ark., 2019). Temel olarak antioksidan maddelerin serbest radikaller ile
kimyasal reaksiyona girme mekanizmalar1 ¢ok farkli olabilmektedir (Orn; hidrojen atomu

verme, tek elektron verme, metal iyonlarinin selatlanmasi). Bu nedenle, antioksidan
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Ozellikteki bir maddenin antioksidan aktivitesi en az iki farkli metot ile belirlenmelidir
(Santos-Sanchez ve ark., 2019). Bu ¢ercevede, yapilan ¢alismada, CUPRAC ve DPPH
yontemleri ile peynir alt1 sularinin antioksidan aktivitesi 6l¢tilmiistiir. DPPH y6ntemi; mor
renkli DPPH radikalinin antioksidanlar tarafindan indirgenmesinin 515-517 nm’de
spektrofotometrik  yontemle Olgiilmesine dayanmaktadir. CUPRAC metodu ise
neokuproin’in bakir II ile olusturdugu bakir(Il)-neokuproin kompleksinin, antioksidanlar
tarafindan bakir(I)-neokuproin’e doniistiiriillmesi prensibine dayanmaktadir (Biiyiiktuncel,
2013; Kirca ve Ozkan, 2010).

Yapilan varyans analizi sonucunda fermente ve hidrolize edilmis peynir alt1 sularinin
antioksidan aktivitelerinin, yapilan uygulamanin ¢esidine ve siiresine bagl olarak degisim
gosterdigi bulunmustur (uygulama x siire interaksiyonu, P<0,05). Fermente ve hidrolize

peynir alt1 sularinin antioksidan aktiviteleri Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Fermente ve hidrolize peynir alt1 sularinin antioksidan aktiviteleri

Ornek ECso degeri (uL)£S.S L. .
5 PR DPPH degerindeki
Fermenasyon/Hidroliz siiresi (saat) Desisim (°
egisim (%)
6 12 24
Kontrol 1293,44+0,0152 1496,40+0,0142 1183,82+0,01°8% () 8,47
L. acidophilus  1171,05+195,9382 1164,13£148,22% 980,93+88,3652 (+) 16,20
L.rhamnosus  1543,50+0,01 A8 1465,99+0,014~ 1567,63+0,01~ (-)1,59
Kavun 1425,57+125,27482  1218,58+0,0142 841,30+147,9082 (+) 40,98
Ananas 1607,67+105,46"82  1494,99+31,505°%  740,08+6,975" (+) 53,96
Enginar 1780,26+0,0142 1612,32+0,0142 1157,01£0,0178°  (+) 35,0
P degeri: 0,01

CUPRAC (mg Troloks/L Peynir alt1 suyu)+S.S CUPRAC

Ornek Fermenasyon/Hidroliz siiresi (saat) degerindeki DegZisim
6 12 24 (%)
Kontrol 112,72+16,94A82 103,274+4,162 99,66+6,6622 (-) 0,11
L. acidophilus  108+10,5548° 228+5,0782 487, 441472272 (+) 351,33
L.rhamnosus  136,88+1,66"B2 165,50+1,9480a 152,72£10,27°%2  (+) 12,21
Kavun 155,5045,27A¢ 229,113,884 332,16£152782  (+) 113,60
Ananas 108+4,4448b 195,50+14,72A82 166,33+9,44ACH (+) 54
Enginar 85,2240,182 108,27+2,50CPa 1284+1,11¢Pa (+) 50,19
P degeri: 0,01

ADAym fermentasyon/hidroliz siiresinde farkli biiyiik harflerle gosterilen uygulamalara ait
ortalamalar arasindaki farklar dnemlidir (P<0,05). ¢ Ayn1 uygulamaya ait farkli kiiglik harflerle
gosterilen fermentasyon/hidroliz ortalamalar: arasinda farklar onemlidir (P<0,05). S.S: standart
sapma

Peynir alti sularimm DPPH yontemine gore belirlenen antioksidan degerleri

incelendiginde, kontrol grubu ve L. rhamnosus ile fermente olan peynir alt1 suyu 6rnegi harig
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diger tiim peynir alt1 sularinin ECso degerlerinin 24 saat’lik fermentasyon siiresince 6nemli
derecede azaldigi (P<0,05), diger bir deyisle antioksidan aktivite degerlerinin artig gosterdigi
belirlenmistir. Ozellikle ananas, enginar ve kavun kabuklarindan elde edilen ham bitkisel
enzim ekstraktlariyla hidrolize olan peynir alt1 Suyu 6rneklerinde ortalama %35-53 arasinda
antioksidan aktivite artisinin meydan geldigi tespit edilmistir. Buna karsin, L. acidophilus
ile fermente edilmis peynir altt suyu Orneginin antioksidan aktivite degerinde %16,20
oraninda bir artis oldugu, fermente olmamis 6rnekte ise antioksidan aktivite artisinin % 8,74
oldugu belirlenmistir. Buna gore, peynir alti suyunun proteolitik aktiviteye sahip bitkisel
ham enzim ekstraktlariyla hidroliz edilmesiyle antioksidan biyoaktiviteye sahip biyoaktif
peptitlerin olusumun Lactobacillus cinsi probiyotik bakteriler ile fermente edilen peynir alti
sularindan daha yiiksek oldugu sdylenebilir. Nitekim, ¢alismamizdaki sonuglara benzer
olarak proteolitik aktiviteye sahip bitkisel enzim ekstraktlariyla peynir altt suyu
proteinlerinin hidrolize edildigi ¢alismalarda antioksidan aktivitenin arttigi saptanmistir
(Rocha ve ark., 2017; Tavares ve ark., 2011).

Peynir alti sularinin CUPRAC yontemine gore belirlenen antioksidan degerleri
incelendiginde, DPPH yo6ntemiyle elde edilen bulgulara benzer olarak hidroliz ve fermente
edilen peynir alt1 sularinin antioksidan aktivite miktarlarinda 6nemli bir artisin meydana
geldigi belirlenmistir. Ozellikle L. acidophilus ile fermente edilen peynir alt1 sularinda 24
saat’lik fermentasyon sonunda CUPRAC degerinin dolayisiyla antioksidan aktivite
degerinin % 351 gibi yiiksek bir oranda artig gosterdigi bulunmustur. Diger taraftan, kavun
kabuklarindan elde edilen ham enzim ekstrakti ile hidrolize edilen peynir alt1 sularinin diger
enzim ekstraktlar ile hidrolize edilen peynir alti sularina gore daha yiiksek antioksidan
Ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Ananas ve enginardan elde edilen ham enzim ekstraktlar:
ile hidroliz edilen peynir alt1 sularinin 24 saat’lik hidroliz islemi sonucunda antioksidan
aktivite degerlerinin sirasiyla %54 ve %50,19 oraninda artis gosterdigi tespit edilmistir.

24 saat’lik uygulama siiresince fermente ve hidrolize peynir alt1 sularindaki antioksidan
aktivite artist hem CUPRAC hem de DPPH yontemi ile belirlenmistir. Buna karsin, peynir
alt1 sularinda meydana gelen antioksidan aktivite artiglarinin kullanilan yonteme gore
farkliik g6stermesi daha Oncede ifade edildigi gibi antioksidan aktivite belirleme
yontemlerinin farkli prensiplere dayanmasi ve olusan antioksidan maddelerin, bu
yontemlerde kullanilan sentetik radikallerle farkli sekillerde etkilesime girmelerinden

kaynaklandig: diisiiniilmektedir.
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Rocha ve ark., (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada, Salpichroa origanifolia (vadi zambagi)
bitkisinin meyvelerinden elde ettikleri aspartik proteazi serbest ve glutaraldehit agoroz ile
immobilize ederek peynir alt1 suyu protein konsantratin1 hidroliz etmislerdir. Daha sonra
elde edilen peynir alt1 suyu hidrolizati ultrafiltrasyon islemiyle 10 kDa’dan biiyiik, 3-10 kDa
arasinda ve 3 kDa’dan kiiciik fraksiyonlarina ayirip antioksidan aktivitelerini
incelemislerdir. Calisma sonucunda, 3 kDa’dan kiiglik fraksiyonlarin yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip oldugu, peynir alt1 suyu konsantratinin (hidrolize olmamis) ise en diisiik
antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Buna gore, arastiricilar peynir alt1 Suyu
proteinlerinin  hidroliz derecesinin artmas: ile antioksidan aktivitenin arttigini
belirlemislerdir. Yapilan diger bir ¢alismada (Corrons ve ark., 2012), yalanci portakal agact
meyvesinin siitiinden elde edilen (serin endopeptidaz igeren) ham enzim ekstrakti ile
pihtilagtirilmis siitten elde edilen peynir alti suyunun antioksidan ve ACE inhibitor
aktiviteleri incelenmistir. Calisma sonucunda, ham enzim ekstrakti ile hidrolize edilen
peynir alti suyunun antioksidan aktivite degerinin kimozin ile pihtlagtirtlmig siitiin peynir
alt1 suyunun antioksidan degerinden daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Arastiricilar, s6z
konusu bitkiden elde edilen enzimin kimozine alternatif olabilecegini ve biyoaktif peptitlerin
iiretilmesinde kullanilma potansiyelinin yiliksek oldugunu ifade etmislerdir.

Cok yakin zamanda yapilandiger bir ¢alismada (Neto, 2019), Eupenicillium javanicum
ve Myceliophthora thermophile kiiflerinden elde edilen fungal enzimlerin peynir alti
suyunun hidrolizinde kullanilabilecegi belirlenmistir. Calismada, her iki kiiften elde edilen
enzimin peynir alt1 suyu proteinlerini hidroliz etme miktarinin % 15-20 arasinda oldugu ve
DPPH radikalini en yiiksek inhibe oraninin % 16.21 olarak M. thermophile’den elde edilen
enzim ile gerg¢eklesebildigi saptanmistir. Correa ve ark., (2014) ise koyun siitii peynir alt1
suyunu Bacillus sp. P7 susundan elde edilen proteaz ile hidroliz ederek antioksidan ve ACE-
inhibtor aktivite ozelliklerini incelemislerdir. Calisma sonucunda, koyun siitii peynir alti
suyunun Bacillus sp. P7 susundan elde edilen proteaz ile 6 saat boyunca hidroliz edilmesi
ile ABTS radikalinin inhibisyonunu %51.30, Fe*? selatlama aktivitesini ise %38,28 oraninda
sagladig1 belirlenmisgtir. Diger taraftan, ACE inhibisyon aktivitesinin ise en yiiksek % 55,7
oraninda 4 saat hidroliz sonucunda saglandigi bulunmustur. Yapilan diger bir ¢alismada
(Silvestre ve ark., 2013), pankreatin ve Aspergillus sojae’den elde edilen Corolase LAP®
enzimi ile hidroliz edilen peynir alti suyundan antioksidan aktiviteleri yiiksek biyoaktif

peptitlerin iiretimi arastirilmistir. Calismada, peynir alti suyunun 8:100 Enzim/Substrat
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oraninda hem pankreatin hem de Corolase LAP® enzimi ile hidrolizi sonucunda % 60.67
(pirogallol-super oksit yakalama) ve %59.70 (DPPH radikali yakalama) oranlariyla en
yiiksek antioksidan aktivitenin oldugu belirlenmistir. Ancak, arastiricilar, biiyiik 6l¢ekte
iretimler i¢in maliyetlerin azaltilmasi agisindan Corolase LAP®’nin 2:100 Enzim/Substrat
oraninda kullanilmasiyla %58,77 hidroksi radikalini ve %47,18 siiper oksit radikalini
yakalama oranlarinin gerceklestirilebilecegini belirlemislerdir. Ledesma ve ark., (2005) ise
ticari olarak satilan pepsin, tripsin, kimotripsin, termolisin, Corolas PP enzimleri ile saf a-
laktalbumin ve [-laktoglobulin proteinlerinin hidroliz edilmesi ile olusan protein
hidrolizatlar1 ve bu hidrolizatlarin 3kDa’dan kii¢iik fraksiyonlarinin antioksidan 6zelliklerini
incelemislerdir. Arastiricilar, Corolas PP enziminin her iki serum proteininden antioksidan
ozellikteki biyoaktif peptit tiretminin daha yiliksek oldugunu belirlemislerdir. Diger taraftan,
aragtiricilar  B-laktoglobulin’den elde edilen 3kDa’dan kiigiik fraksiyonlarin peptit
profillerini LS-MS/MS ile tanimladiklarinda sentetik bir antioksidan olan butillendirilmis
hidroksianisol (BHA)’den daha giiglii aktiviteye sahip biyokaktif peptit fraksiyonunun f (9-
29) (Trp-Tyr-SerLeu-Ala-Met-Ala-Ala-Ser-Asp-lle) oldugunu belirlemislerdir.
Calismamizdan elde edilen bulgular ile literatiirdeki bulgular  birlikte
degerlendirildiginde, mikrobiyel enzimler ve bitkisel enzim ekstraktlariyla elde edilen
peynir altt suyu hidrolizatlarinin antioksidan aktivite sonuglarinin enzimin g¢esidi,
enzim/substrat orani ve uygulama siiresine bagl olarak cok degisken oldugu goriilmiistiir.
Ayrica, daha Onceden de ifade edildigi gibi antioksidan aktivitenin belirlenmesi igin
kullanilan metotlara ait prensiplerin farkli olmasi da caligmalarda belirlenen antioksidan
degerlerinde farkliliklarin olmasini saglamaktadir. Genel olarak, peynir alti suyu
proteinlerinin farkli enzim ¢esitleriyle hidroliz edilmesinin veya farkli mikroorganizmalarla
fermentasyona tabi tutulmasinin antioksidan aktivitenin artmasina neden oldugu
gorlilmiistiir. Diger taraftan, hidroliz edilmis peynir alt1 suyu hidrolizatlarinin 6zellikle 3
kDa-10kDa arasindaki fraksiyonlarinin antioksidan aktivitelerinin yiiksek oldugu ve bu
nedenle hidroliz miktarinin artmasina paralel olarak antioksidan aktivite miktarinin arttig

bir¢ok arastirici tarafindan belirtilmistir.
4.5. Fermente ve Hidrolize Peynir Alt1 Sularimin ACE Inhibitor Aktiviteleri

Anjiotensin doniistiiriicii enzim (ACE, EC. 3.4.15.1) bir dipeptil karboksipeptidaz olup

Renin-Anjiotensin-Aldosteron biyolojik sisteminde yer almaktadir. Temel olarak, kan
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basincinin ayarlanmasinda gorevlidir. ACE enziminin kan basincini yiikseltmesi iki sekilde
olmaktadir. Birinci olarak, enzim Anjiotensinojenin renin ile hidroliziyle olusan ve inaktif
halde olan Anjiotensin I’i Anjiotensin IlI’ye doniistiirmektedir. Anjiotensin I, damar
daraltic1 6zelligiyle kan basincinin yiikselmesine neden olmaktadir. ikinci olarak ise, ACE
enzimi damar genisletici bradikininin pargalanmasini saglamakta ve adrenal korteksden
aldosteronun salgilanmasini tesvik etmektedir. Bu durumda kan basmcinin yiikselmesi
gergeklesmektedir (Kancabas, 2010; Pihlanto-Leppéld, 2001). ACE inhibitor peptitler
ACE’yi inaktif hale getirerek kan basincini/tansiyon diisiiriicti etki gosterirler. Gida tirtinleri
icerisinde, Siit ve siit tirlinleri kaynakli birgok biyoaktif peptidin 6zellikle ACE inhibitor
etkisinin oldugu yapilan bir¢ok ¢aligsma ile kanitlanmistir (Chen ve ark., 2015; Guo ve ark.,
2019; Ibrahim ve ark., 2017; Perez ve ark., 2019; Pereira ve ark., 2019; Villadoniga ve ark.,
2018). Siit ve sit triinlerinde ACE inhibitor aktivitesine sahip biyoaktif peptitlerin
olusumunun kazein proteini ve serum fazinda bulunan B-laktoglobulin ve a-laktaloumin
proteinlerinden kaynaklandigi ifade edilmektedir (Pihlanto-Leppéld, 2001). Yapilan bu
calismada fermente ve hidrolize peynir alti sularinin 24 saat siiresince ACE inhibitor
aktivitesi, ACE enziminin hippuril-L-histidil-L-16sin (HHL) hipiirik asit ve histidil-16sin’e
pargalamasi prensibine dayali spektrofotometrik yontem ile izlenmistir. Cizelge 4.2°de
fermente ve hidrolize peynir alt1 sularinin ACE inhibitor aktiviteleri gosterilmistir.

Yapilan varyans analizi sonucunda fermente ve hidrolize edilmis peynir alt1 sularinin
ACE inhibitor aktivitelerinin yapilan uygulamanin ¢esidine ve siiresine bagli olarak degisim
gosterdigi bulunmustur (uygulama x siire interaksiyonu, P<0,05). Buna gére; kontrol grubu
(fermente/hidroliz olmayan peynir alti suyu) haric hem probiyotik mikroorganizmalar
tarafindan fermente edilen hem de ham bitkisel enzim ekstraktlariyla hidroliz edilen peynir
alt1 sularinin 24 saat’lik uygulama siiresince ACE inhibitor aktivitelerinde 6nemli bir artigin
meydana geldigi tespit edilmistir. Fermentasyon uygulamasi ele alindiginda; 24 saatlik
fermentasyon sonunda L. acidophilus ile fermente olan peynir alt1 sularinin ACE inhibitor
aktivitesinin L. rhamnosus ile fermente olan peynir alti sularindan daha yiiksek oldugu
belirlenmistir.

Hidroliz uygulamasi incelendiginde; 24 saat sonunda kavundan elde edilen ham enzim
ekstrakt1 ile hidroliz edilen peynir alti sularinin ACE inhibitor aktivitesinin ananas ve
kavundan elde edilen ham enzim ekstraktlariyla hidroliz edilen peynir alt1 sularindan daha

yiiksek oldugu tespit edilmistir. Tiim peynir alti suyu 6rneklerinin 6-24 saatlik hidroliz ve
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fermentasyon siireleri goz Oniinde bulunduruldugunda ise ACE inhibitor aktivitesindeki
artigin en yiiksek 6,48 kat ve 3,29 kat olarak sirasiyla L. rhamnosus ile fermente edilen ve
enginardan elde edilen ham enzim ekstrakti ile hidroliz edilen peynir alt1 sularinda oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.2). Peynir alt1 sularindaki ACE inhibitor aktivitesi artisinin hem
probiyotik bakterilerle fermentasyon hem de bitkisel ham enzim ekstraktlari ile hidroliz

sonucunda olusan biyoaktif peptitler ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.2. Fermente ve hidrolize peynir alt1 sularinin ACE inhibitor aktiviteleri

ACE Inhibitér Aktivite (%) £S.S ACE Inhibitér

Ornek Fermentasyon/Hidroliz siiresi (saat) AkE[V!teS'ndekl
6 12 24 Degisim (kat)

Kontrol 24,07+0,01P°  43,05+0,01%  28,70+0,01°° 1,19
L. acidophilus 48,18+0,014°  31,48+0,46°¢ 97,22+0,0142 2,02
L.rhamnosus 10,64+0,015¢  17,1240,01°®  68,98+0,01¢2 6,48
Kavun 40,24+3,74%°  34,49+1,62°¢  85,18+0,0152 2,11
Ananas 37,50+0,018°  65,74+0,01%%  69,44+0,01¢2 1,85
Enginar 22,22+0,01°°  14,81+0,01°°  73,14+0,01°® 3,29

P degeri: 0,01
APAym fermentasyon/hidroliz siiresinde farkli biiyiik harflerle gosterilen uygulamalara ait
ortalamalar arasindaki farklar 6nemlidir (P<0,05). ¢ Aym1 uygulamaya ait farkli kiiclik harflerle
gosterilen fermentasyon/hidroliz ortalamalar1 arasinda farklar 6nemlidir(P<0,05). S.S: standart
sapma

Calismamizda elde edilen bulgulara benzer olarak, literatiirde ~ peynir  altt  suyu
proteinlerinin enzimatik hidroliz, mikrobiyel fermentasyon, 1sil islem gibi farkli
uygulamalar sonucunda ACE inhibitdr aktivitesinin yiikseldigi veya ACE inhibitor
ozelligine sahip biyoaktif peptitlerin salindigina/olustuguna iliskin bir¢ok c¢alisma
bulunmaktadir (Tavares ve ark., 2011). Bu ¢ergevede, Tavares ve ark., (2011) ticari olarak
temin edilebilen yabani enginar ekstrakti kullanarak peynir altt suyu konsantratindan
antioksidan ve ACE inhibitor aktiviteleri yiiksek peptitlerin eldesini yiizey yanit metoduyla
optimize etmislerdir. Calismada; peynir alti suyu konsantrati ve saf a-laktalbumin
soliisyonunun pH 7°de 55 °C’de 7 saat boyunca enzim substrat oran1 1/6 olacak sekilde
optimum kosullarda hidrolize edilmesiyle ACE inhibitor aktivitelerinin sirasiyla 105.4
ug/mL ve 47.6 pg/mL (ICso degeri) oldugu belirlenmistir. Diger taraftan, optimum
kosullarda hidrolize edilen peynir alti suyu konsantratindaki ACE inhibitor aktivesine sahip
peptit fraksiyonlarinin ¢ogunlukla a-laktalbuminden salinan f(16-426), f(32-40), f(10-15),

f(97-103), f(97-104), f(98-104) fraksiyonlardan olustugu tanimlanmistir. Yapilan diger bir
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calismada (Pérez ve ark., 2019) ise enkapsiile Bacillus subtilis ile peynir alt1 suyu konsantrati
hidrolize edilmis ve hidrolize peynir alt1 suyu kosantratinda bulunan antihipertansif ve
antioksidan Ozellikteki peptitler incelenmistir. Calisma sonucunda, peynir alti suyu
konsantratinin 6 saat boyunca 50 °C’de enkapsiile Bacillus subtilis ile hidrolizasyon islemi
sonucunda peynir alt1 suyu proteinlerinin yaklasik % 40’nin hidroliz oldugu tespit edilmistir.
Arastiricilar, enkapsiile Bacillus subtilis ile hidrolize edilmis peynir alt1 suyu konsantratinda
bulunan 3-11 kDA aras1 ve 3 kDA’dan kii¢iik molekiil agirhigindaki peptit fraksiyonlarinin
ACE inhibitor aktivitelerini sirasiyla % 82.33 ve % 63.37 bulurken, serbest hiicrelerle
hidrolize edilmis peynir alti1 suyu konsantratinin ayni molekiil agirligina sahip peptit
fraksiyonlarinda ise ACE inhibitor aktivitelerini sirasiyla %68,89 ve %23.75 olarak
belirlemislerdir. Calismada, enkapsiilasyon isleminin peynir alt1 suyu proteinlerinin hidroliz
miktarinin serbest hiicreler ile yapilan hidroliz miktariyla benzer oldugu belirlenirken,
enkapsiilasyon isleminin neden ACE inhibitor aktivitesini yiikselttigine dair 6nemli bir bilgi
arastiricilar tarafindan verilmemistir. Kegi siitiinden elde edilen peynir alti suyu tozunun
icecek iiretiminde kullanilmasinin arastirildigi bir ¢calismada (Pereria ve ark., 2019) ise
fermentasyonda L. casei BGP93 co-kiltiirii kullanilarak iiretilen peynir alt1 suyu
iceceklerinin %96,79 ACE inhibitor aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Kegi siitii
peynir altt suyunun farkli siit ve siit {irlinlerinden izole edilmis mikrobiyel flora ile fermente
edilmesi ve fermente peynir altt Suyunun proteoliz ve ACE inhibitor aktivitesinin
degerlendirildigi diger bir ¢alismada (Hamme ve ark., 2009), Bamalou des Pyrenees
peynirinden ekstrakte edilen mikroflora ile peynir alti suyunun hidrolizasyonu sonucunda a-
laktalbumin’in % 99,6’sin1n, B-laktoglobulin’in ise % 7,6’sinin hidrolize oldugu ve hidroliz
islemi sonucunda ACE inhibitor aktivitesinin %61,2 oldugu saptanmistir. Bamalou des
Pyrenees peynirinden ekstkrakte edilen mikrofloranin ise taksonomik olarak Kluyveromyces
marxianus ve Lactobacillus rhamnosus oldugu tanimlanmustir.

Lacroix ve ark., (2016) yaptiklari bir ¢alismada ticari Thermoase PC10F, Peptidase R,
and ProteAX ve Accelerzyme® enzimlerini kullanarak peynir alt1 suyu izolatindan elde
edilen hidrolizatlarin ACE ile Dipeptil-Peptidaz IV (DPP-1V) inhibitor aktivitesini
incelemislerdir. Arastiricilar, oncelikle peynir alt1 suyu izolatint Thermoase PC10F enzimi
ile hidrolize etmisler ve hidrolize olan peynir alt1 suyu izolatinin supernant kismini Peptidase
R, and ProteAX ve Accelerzyme® enzimleri ile her bir enzim i¢in optimum c¢alisma

kosullarinda tekrardan hidrolize ugratmiglardir. ACE inhibitor aktivite gdsteren peynir alti
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suyu hidrolizatlarinin siralamasi en yiiksekten en diisiige dogru Thermoase PC10F >
Accelerzyme®, Peptidase R > ProteAX seklinde belirlenmistir. Diger taraftan,
Accelerzyme® ile hidrolizasyonu yapilan peynir alti Suyu izolatinin boyut dislama
kromatografisinden (size exclusion) elde edilen yedi fraksiyonundan molekiil agirligi 645—
1065 Da olan 4. fraksiyonunun tiim 6rnekler igerisinde en yiiksek ACE (% 77) ve DPP-IV
(% 47) inhibitor aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. S6z konusu fraksiyonda ACE ve
DPP-1V inhibitor aktivitesine sahip olarak tanimlanan 80 peptitin B-laktoglobulin’den ve 27
tanesinin ise o-laktaloumin’den salindigi/olustugu tespit edilmistir. Peynir alti suyu
izolatinin ACE inhibitor aktivitesi iizerine yapilan diger bir calismada (Costa ve ark., 2007)
1s1l islem ve enzimatik hidroliz uygulamalarinin ACE inhibitdr aktivitesi lizerine etkileri in
vitro ve in vivo olarak incelenmistir. Calisma sonucunda, en yiiksek ACE inhibitor aktivitesi,
peynir alt1 suyunun 65 °C’de 15 dk. 1s1l islemi ile birlikte a-kimotripsin enzimi uygulanarak
elde edilen hidrolize peynir alti suyu izolatinda belirlenmistir. Yapilan SDS-PAGE
analizinde, s6z konusu uygulama ile a-laktalbumin ve p-laktoglobulin’in ortalama molekiil
agirliklart 5.7 kDa ve 4.2 kDa olan iki peptit fraksiyonuna tamamen parcalandig: tespit
edilmistir. Diger taraftan, spontan hipertansif sicanlarda yapilan besleme ¢aligmalarinda 65
°C’de 15 dk. 1s1l islem ile birlikte a-kimotripsin enzimi uygulanarak elde edilen hidrolize
peynir alt1 suyu izolatinin agiz yoluyla alinmasiyla kan basincinin 6nemli derece diismedigi,
bunun yerine 6zellikle 65 °C’de 15 dk. 1s1l islem ve alkalaz enzimi ile hidroliz olan peynir
alt1 suyu izolat1 ve hidrolize olmamis peynir alt1 suyu izolatinin agiz yoluyla alinmasinin
farelerde kan basimncimi 6nemli derecede disiirdiigii tespit edilmistir. Bu durumun,
kimotripsin enzimi uygulanarak elde edilen hidrolize peynir alt1 suyu izolatinda olusan
biyoaktif peptitlerin gastrointestinal enzimlerle etkilesime girmesinden dolay1 olabilecegini
ifade etmislerdir. Nitekim, a-kimotripsin enzimi uygulanarak elde edilen hidrolize peynir
alt1 suyu izolatinin intraperitoneal enjeksiyon (gastrointestinal pargalanma olusmaksizin)
yoluyla si¢anlara verildiginde kan basincin1 6nemli derecede diisiirdiigii tespit edilmistir.
Literatiirde, ACE inhibitdr aktivitesi seviyesinin % 70-90 arasinda olmasinin genellikle
yiiksek olarak kabul edildigi bildirilmektedir (Perez ve ark., 2019). Buna gore; 24 saat
fermente veya hidrolize edilen peynir alti sularinin ACE inhibitor aktivitesinin yiiksek
oldugu sdylenebilir. Ozellikle L. acidophilus ile fermente edilmis peynir alt1 suyu
orneklerinin % 97 gibi yiiksek oranda ACE inhibitor aktivitesine sahip oldugu tespit

edilmistir. Bu 6rnegi, %85 ile kavundan elde edilen ham enzim ekstrakti ile hidrolize edilmis
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peynir alti suyu ornegi takip etmistir. Ornekler arasindaki ACE inhibitdr aktivite
farkliliklarinin - proteoliz  seviyelerin farkli olmasindan ve kullanilan enzim ve
mikroorganizma ¢esidinden kaynaklandig: diistiniilmektedir. Ayrica, calismadan elde edilen
ACE inhibitor aktivitelerine ait bulgularin literatiirdeki bulgularla uyumlu oldugu
goriilmektedir. Sonug olarak, hem bitkisel ham enzim ekstraktlari hem de farkli probiyotik
bakteri suslar1 kullanilarak peynir alti suyunun ACE inhibitor aktivitesinin arttirilabilecegi

ve peynir alt1 suyundan terapotik 6zellikte farkli tirtinlerin tiretilebilecegi diistiniilmektedir.

4.6. Fermente ve Hidrolize Peynir Alt1 Sularinin Antimikrobiyel Aktiviteleri

Hidroliz sonucu olusan peptitlerin antimikrobiyel etki mekanizmalari tam
aydinlatilmamis olmakla beraber bakteriyel membrandaki anyonik lipidlerin pozitif yiiklerin
etkisiyle stabilizasyonunun bozuldugu ve membran yapisinin par¢glanmamasina neden
oldugu diisiiniilmektedir. Diger taraftan, katyonik peptitlerin, hiicre disindaki potasyum (K*)
gecirgenligini artiracak sekilde membranin polarize oldugunu veya gegirgenligini
degistirdigi ifade edilmektedir. S6z konusu hipoteze karsi o-laktalbuminden salinan hem
anyonik ve katyonik peptitlerin sadece gram pozitif bakterilere etki ettigi ifade edilmektedir.
Bu nedenle, peptitlerin yiik ve hidrofobite 6zelliklerinin yaninda bilinmeyen fizikokimyasal
etkilerinin oldugu da bildirilmektedir (Elbarbary ve ark., 2019; Pellegrini ve ark., 2001;
Yeaman ve Yount, 2003).

Caligmada, fermente ve hidrolize edilmis peynir alti sularinin antimikrobiyel
aktivitelerinin 6l¢tilmesi disk diflizyon yontemi ile yapilmis olup 2’ser adet gram pozitif ve
gram negatif 6zellikteki patojen bakteri suslarina karsi 6lgiilmiistiir. Cizelge 4.3°de peynir
alt1 sularinin antimikrobiyel aktiviteleri gésterilmistir.

Yapilan antimikrobiyel testler sonucunda hem probiyotik bakteriler ile fermente edilmis
hem de ham bitkisel enzim ekstratlar1 ile hidrolize edilmis peynir alt1 sularinin test edilen
patojen bakterilere kars1 mikrobiyel inhibisyon saglamadigi belirlenmistir. Ancak, pozitif
kontroller olan spiramycin ve erythromycin antibiyotiklerinin patojen mikroorganizmalara
kars1t mikrobiyel inhibisyon gerceklestirdigi tespit edilmistir. Buna gore, spiramycin’in gram
pozitif bakterilere etkisinin daha fazla oldugu, erythromycin’in ise en fazla inhibisyon
gosterdigi patojen bakterinin gram pozitif olan S. aureus oldugu, bununla beraber S. enterica

ve L. monocytogenes suslarina ise benzer inhibisyon etki gosterdigi belirlenmistir
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Caligmamizda elde edilen bulgulardan farkli olarak literatiirde =~ peynir  altt  suyu
proteinlerinden olan a-laktalbumin, PB-laktoglobulin ve laktoferrin’in pepsin, tripsin,
proteinaz K gibi proteolitik enzimlerle hidrolizi sonucunda antibakteriyel ve antiviral
Ozellikte peptitlerin olustugu rapor edilmistir (Brandelli ve ark., 2015; Mohanty ve ark.,
2016; Salami ve ark., 2010).

Cizelge 4.3. Fermente ve hidrolize peynir alt1 sularinin antimikrobiyel aktiviteleri

Inhibisyon Zonu (mm)= S.S

Patojen Mikroorganizmalar

S. enterica subsp.

Ornek E\TC‘I(')E enterica serovar S. aureus L.monocytogenes
95922 Typhimurium ATCC 6538 4c RSKK 476
ATCC 700408 (+) (+)
(') (_)

Spiramycin 11,40+0,15 8,92+0,04 35,66+0,77 34,62+0,39
Erythromycin  20,75+1,62 15,21+0,64 37,37+1,08 13,36+0,28
Kontrol Negatif Negatif Negatif Negatif

L. acidophilus Negatif Negatif Negatif Negatif
L.rhamnosus Negatif Negatif Negatif Negatif
Kavun Negatif Negatif Negatif Negatif
Ananas Negatif Negatif Negatif Negatif
Enginar Negatif Negatif Negatif Negatif

S.S: standard sapma

Salami ve ark., (2010) yaptiklar1 bir ¢alismada tripsin, kimotripsin, proteinaz K ve
Bacillus thermoproteolyticus rokko kaynakli termolysin ile sinirli diizeyde hidrolize edilen
deve ve inek peynir alt1 sularinin antimikrobiyel ve antioksidan aktivitelerini incelemislerdir.
Calisma sonucunda, arastiricilar 6zellikle deve siitlinden elde edilen peynir alti suyunun
hidrolizat1 ve hidrolizatin 3-10 kDa arasindaki fraksiyonlarinin inek siitii peynir alt1 suyu
hidrolizatina gore E. coli iizerine daha yiiksek antimikrobiyel aktivite sergiledigini
belirlemislerdir. Diger taraftan, tripsin ve kimotripsin ile hidrolize edilen peynir alt1 suyu
hidrolizatinin antimikrobiyel aktivitelerinin birbirine yakin oldugunu tespit etmislerdir. E.
coli’ye karsi en yiiksek antimikrobiyel aktivitenin ise proteinaz K ile hidrolize edilmis ve 3
kDa biiyiikliigiindeki peynir alt1 suyu fraksiyonunda oldugunu ifade etmislerdir. Yapilan
diger bir ¢alismada (Osman ve ark., 2016), kegi siitii peynir altt suyunun Bacillus
licheniformis’den elde edilen alkalaz ile hidrolizi sonucu olusan peptitlerin antimikrobiyel
aktiviteleri incelenmistir. Calisma sonucunda, Peynir alt1 suyunun pH 7,8’de ve 55 °C’de

240 dakika hidroliz edilmesiyle elde edilen peptitlerin Staphylococcus aureus ATCC 25923,
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Bacillus cereus ATCC 33018, Salmonella typhimurium ATCC 14028 ve Escherichia coli
ATCC 8739 iizerinde antimikrobiyel etkisinin oldugu belirlenmistir. Buna gore, arastiricilar
peynir altt suyu hidrolizatinin boyut dislama kromatografisinden (size-exclusion
chromatography) elde edilen fraksiyonlarindan F3 diye kodlanan fraksiyonunun yiiksek
derecede antimikrobiyel aktivite gosterdigini ve bu F3 fraksiyonunun 731 ve 1833 Da
molekiiler biiylikligiindeki peptitlerden olustugunu ifade etmislerdir. Theolier ve ark.
(2013) ticari olarak satilan peynir alt1 suyu izolatin1 (Biopro) domuz pepsin A, tripsin ve
Kimotripsin enzimleri ile hidroliz etmislerdir. Arastiricilar, peynir alt1 SUyu izolatinin 1,5 saat
sonunda hidroliz derecesinin domuz pepsin A, tripsin ve kimotripsin i¢in sirasiyla ortalama
%3,7, %11 ve %12 olarak bulmuslardir. Tripsin (triptik aktivite) ve kimotripsin (kKimotriptik
aktivite) ile hidroliz islemi uygulanmig peynir alt1 suyu izolatlarin E. coli ve L. ivanovii
lizerine antimikrobiyel aktivite gdstermegi, pepsin enzimi (peptik aktivite) ile hidrolize
olmus peynir alti suyu izolatinin ise her iki mikroorganizmaya karsi inhibisyon
gerceklestirdigi bildirilmistir. Peptik pargalanma ile hidroliz edilmis peynir alti Suyu
izolatinda antimikrobiyel aktivite gosteren peptit biiyiikliiklerinin 1000 Da oldugu ve LC-
MS/MS tanimlamalarinda B-1gf(14-18), pB-1gf(123-125), B-1gf(50-54) B-1gf(134—-136), B-
1gf(143-146), B-1gf(147-149) ve a-laf(117—-121) fragmentlerinin oldugu belirlenmistir.
Diger taraftan, tanimlanan fraksiyonlardan B-1gf(14—18), B-1gf(123-125) ve B-lgf(147—
149)’in noétral pH’larda pozitif yiiklenen, izoelektrik noktalar1 10 pH’nin altinda olan ve
temel olarak bazik ve alifatik amino asitlerden olustugu, B-1gf(143-146), B-1gf(134-136)’1n
ise yliksiiz ve izoelektrik noktalarinin ise 7 pH’ya yakin oldugu belirtilmistir. Mathieu ve
ark. (2013) tarafindan yapilan diger bir ¢alismada ise peynir alti Suyu izolatinin tripsin
(triptik aktivite) ile hidrolizi sonucunda antimikrobiyel aktiviteye sahip peptitlerin olustugu
tespit edilmistir. Calismada, sigir pankreasi kaynakli tripsin IV enzimi ile hidroliz edilmis
peynir alti suyu izolatina Oncelikle 10 kDa ge¢irim degerine sahip (cut-off) sahip
ultrafiltrasyon islemi yapilmis ve daha sonra 2,5 kDa gecirim degerine sahip nanofiltrasyon
islemi gergeklestirilmistir. Bu islemler sonucu elde edilen NF-retantinin L. ivanovii HPB28,
L. innocua RBL29, L. monocytogenes Scott A3, S. aureus ATCC 25923, E. coli MC4100 ve
E. coli O157:H7 ATCC 35150 tizere yiiksek derecede antimikrobiyel etki gosterdigi
bulunmustur. Yapilan peptit tanimlama analizlerinde, NF-retantinda sekiz amino asitten
fazla sayrya sahip anyonik peptitlerin yiiksek miktarda oldugu, yiiksek antimikrobiyel etkiye
sahip peptitlerin B-Lg’den salinan anyonik o6zellikteki B-lgf (84-91) ve B-lgf (125-135),
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katyonik 6zellikteki B-lgf (36-42) fraksiyonlarinin oldugu belirlenmistir. Abdel-Hamid ve
ark. (2016) ise papaya bitkisi kaynakli papain enzimi ile hidrolize ettikleri deve siitii peynir
alt1 suyunun boyut dislama kromatografisinden elde ettikleri fraksiyonlarinin antimikrobiyel
aktivitelerini incelemislerdir. Calisma sonucunda, hidrolize olmus deve siitii peynir alt1 Suyu
ve boyut dislama kromatografisinden elde edilen fraksiyonlarin Staphylococcus aureus ve
Escherichia coli {izerine hidrolize olmamis peynir alt1 suyundan daha fazla inhibisyon etki
gosterdigi belirlenmistir. Arastiricilar, hidrolizat ve fraksiyonlarinda 414.05 Da ve 456.6 Da
molekiil biiyiikliigline sahip iki peptitin baslica bulunduklarini ancak s6z konusu peptitlerin
tanimlanmasinin yapilamadigini ifade etmislerdir. Cok yakin zamanda yapilan bir ¢alismada
(Elbarbary ve ark., 2019) ise farkli pH’larda buzagi ve mikrobiyel kaynakli rennetlerin ve
domuz pepsini enzimlerinin hidrolizi ile ham peynir alt1 suyundan antimikrobiyel peptitlerin
hazirlanmasi arastilmistir. Calisma sonucunda, pH 3’de ve buzagi renneti ile hidrolize edilen
peynir altt suyunun Bacillus subtilis ve E. coli’ye kars1 en yiiksek antimikrobiyel etkiyi
gosterdigi belirlenmistir. Peynir alti suyunun her {i¢ enzim ile hidrolizi sonucunda olusan
antimikrobiyel peptit fraksiyonlarinin laktoferrin f(20-30), ve B-laktoglobulin f(14-22) ve
f(92-103) oldugu saptanmustir.

Calismamizdan elde edilen bulgular ile literatiirdeki bulgular birlikte
degerlendirildiginde, fermente ve hidrolize ettigimiz peynir alt1 sularinda antimikrobiyel
aktivitenin belirlenmemesinin; a) ham enzim ekstraktlarindaki enzimlerin serum proteinleri
ile etkilesimlerinin farkli olmasi, b) fermente ve hidroliz edilen peynir alt1 suyunun protein
fraksiyonlarinin tam olarak saflastirilmamasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Nitekim,
konu ile ilgili 6nceki ¢alismalarda hidroliz siiresinin ¢cogunlukla hidroliz edilen peynir alt1
sularmin ¢ogunlukla jel filtrasyon ve boyut geg¢irim kromatografisiyle fraksiyonlarina
ayrildig1 ve ayrilan bu fraksiyonlarin yiiksek antimikrobiyel etki gosterdigi goriilmiistiir.
Olusan antimikrobiyel peptitlerin ortamda bulunan diger bilesenlerle molekiiler diizeyde
etkilesime girmeleri de antimikrobiyel etkinin goriilmemesine neden olmus olabilir. Diger
taraftan, peynir altt suyunun farkli enzimatik hidroliz ¢alismalarinda enzim gesitlerinin
cogunlukla 1 kDa’dan kiigiik antimikrobiyel peptit liretme potansiyellerinde ¢ok fazla
degiskenligin oldugu da goriilmiistiir.
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4.7. Fermente ve Hidrolize Peynir Alt1 Sularinin SDS-PAGE Sonuglari

Peynir alt1 suyuna uygulanan enzimatik hidroliz ve fermentasyon islemlerinin proteinler
lizerine etkisini gérebilmek icin elektroforetik analizler gerceklestirilmistir. Orneklerin
SDS-PAGE analizleri sonucunda elde edilen jellere ait goriintiiler Sekil 4.2 ve Sekil 4.3* de
verilmistir. Elektroforez jelleri incelendiginde, 6rneklerin timiinde 10-20 kDa arasinda olan
iki ana bandin oldugu goriilmektedir. S6z konusu bandlardan birincisi ~18,4 kDa molekiil
biiyiikliigiine sahip olan B-laktoglobulin, ikincisi ~14,3 kDa molekiil biiyiikliigiine sahip olan
a-laktalbumindir (Sekil 4.2 ve 4.3). Hidroliz ve fermentasyon isleminin proteolize etkisi
degerlendirildiginde, bitkisel ham enzim ekstraktlari ile hidrolizasyon isleminin probiyotik
bakteriler ile fermentasyon isleminden daha yiiksek protein pargalanmasi gerceklestirdigi

saptanmuigtir.

Sekil 4.2. Fermentasyon islemi gerceklestirilmis peynir alt1 suyunun elektroforez goriintiisii
(R6: 6 saat L. rhamnosus ile fermente olmus peynir alt1 suyu; R12: 12 saat L. rhamnosus ile fermente olmus peynir alt1
suyu; R24: 24 saat L. rhamnosus ile fermente olmus peynir alt1 suyu; A6: 6 saat L.acidophilus ile fermente olmus peynir
alt1 suyu; Al12: 12 saat L.acidophilus ile fermente olmus peynir alt1 suyu; A24: 24 saat L.acidophilus ile fermente olmus
peynir alt1 suyu; K6: 6 saat kontrol grubu; K12: 12 saat kontrol grubu; K24: 24 saat kontrol grubu)

Probiyotik mikroorganizmalarin serum proteinleri iizerine etkisi SDS-PAGE jelleri ile
degerlendirildiginde, peynir alt1 suyunun her iki mikroorganizma ile 24 saat fermentasyonu
sonucunda B-laktoglobulin ve a-laktalbumin bandlarinin yogunluklarinin azaldigi, 6zellikle
B-laktoglobulin’in bant yogunlugu azalmasmin o-laktalbumin’in bant yogunlugu

azalmasindan daha fazla oldugu goriilmistiir. Jellerde yapilan goriintii analizi sonucunda 6-
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24 saat arasinda L. rhamnosus ve L. acidophilus ile fermentasyon isleminde peynir alti
suyundaki B-laktoglobulin’in bant yogunlugunun azalma miktarinin sirasiyla ortalama
%13,16 ve 34,16 oldugu, a-laktalbumin’in bant yogunlugunun azalma miktarinin ise
sirasiyla ortalama %7,27 ve %13,52 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.2).

Hidroliz isleminin serum proteinleri iizerine etkisi SDS-PAGE jelleri ile
degerlendirildiginde ise B-laktoglobulin ve a-laktalbumin bandlarina ait yogunluklarin her
ikisinde de fermentasyon siiresince azaldigi tespit edilmistir. Fermentasyon isleminde
oldugu gibi yine B-laktoglobulin’in bant yogunlugu azalmasmin o-laktaloumin bant
yogunlugu azalmasindan daha fazla oldugu goriilmiistiir. Nitekim, jellerde yapilan goriintii
analizi sonucunda 6-24 saat arasindaki hidroliz isleminde kavun, ananas ve enginar’dan elde
edilen enzim ekstraktinin peynir alti suyundaki a-laktalbumin bant yogunlugunun azalma
miktar1 sirasiyla ortalama %37,68, %54,7 ve %16,34 bulunurken B-laktoglobulin’in bant
yogunlugundaki azalma miktarimnin ise ~ %80 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.3).

Sekil 4.3. Hidroliz islemi gergeklestirilmis peynir alti sularinin elektroforez goriintiisii
(M: 250-2kDA protein standardi; K6: 6 saat boyunca kavundan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus
peynir alt1 suyu; K12: 12 saat boyunca kavundan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alt1 suyu;
K24: 24 saat boyunca kavundan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alt1 suyu; A6: 6 saat
boyunca ananasdan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alt1 suyu; A12: 12 saat boyunca
ananasdan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alt1 suyu; A24: 24 saat boyunca ananasdan
elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alt1 suyu; E6: 6 saat boyunca enginardan elde edilen
enzim ekstrakti ile hidroliz olmus peynir alt1 suyu; E12: 12 saat boyunca enginardan elde edilen enzim ekstrakt1
ile hidroliz olmus peynir alt1 suyu; E24: 24 saat boyunca enginardan elde edilen enzim ekstrakti ile hidroliz
olmus peynir alt1 suyu)
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Calismada elde edilen B-laktoglobulin ve a-laktalbumin par¢calanma miktarlar yapilan
diger calismalarla bazi benzerlik ve farkliklar gostermektedir. Buna gore; Neto ve ark.,
(2019) yaptiklar1 bir calismada E. javanicum ve M. thermophile ile elde ettikleri proteazlarin
peynir alt1 suyu proteinlerinin hidrolizasyon miktarlarini sirasiyla %20,85 ve %20,26 olarak
belirlemislerdir. Buna karsin, Tavares ve ark. (2011) yabani enginar ekstraktinin farkli
enzim/substrat oranlari kullanildiginda a-laktalbumin’i hidrolize etme miktarinin %1,3-7,9
arasinda degistigini belirlemislerdir. Benzer sekilde, Wroblewska ve ark., (2005) tarafindan
yapilan bir ¢alismada, peynir alt1 suyu protein izolatinin alkalaz ve papain enzimleriyle iki
asamali1 hidroliz edilmesiyle olusan protein hidroliz miktarinin % 15.9 oldugu belirlenmistir.
Yapilan diger bir ¢alismada (Abdel-Hamid ve ark., 2016) ise deve siitii peynir alti suyu
proteinlerinin papain ile 240 dakika boyunca hidroliz edilmesiyle tiim serum proteinlerinin

tamamen parcalandigi tespit edilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Yapilan bu ¢alismada piyasada bulunan peynir alt1 suyunun, hem probiyotik bakterilerle
fermente edilerek hem de bitkisel enzimlerle hidroliz edilerek besinsel yonden
tyilestirilmesi/zenginlestirilmesi diistinlilmiistiir. Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen
genel bulgular su sekildedir;

1. Ananas, kavun ve enginar kabuklarindan elde edilen enzim ekstraktlarmin
spektrofotometrik olarak belirlenen proteolitik enzim aktiviteleri sirasiyla 5,066, 4,921 ve
5,514 UI/mL enzim ekstrakti olarak belirlenmistir. Enginar’dan elde edilen ham enzim
ekstraktinin proteolitik aktivitesinin diger ekstraktlara gore daha yiiksek bulunmasina
ragmen bu durum SDS-PAGE analizlerinde dogrulanamamistir. Bu durumun, analizde
substrat olarak kullanilan kazein proteinininden kaynaklandigi disiiniilmistiir.

2. L. acidophilus ve L. rhamnosus ile fermente edilen peynir alt1 suyu 6rneklerinde 24
saat’lik fermentasyon sonucu her iki probiyotik bakteri sayisinin 6 log kob/mL diizeyinden
asagiya dismedigi ve L. acidophilus sayisinda ortalama 0.39 log kob/mL diizeyinde L.
rhamnosus sayinda ise 1,09 log kob/mL diizeyinde bir artisin meydana geldigi belirlenmistir.

3. Calisma sonucunda, peynir altt suyunun antioksidan aktivite degerlerinin hem
fermentasyon hem de hidroliz islemiyle arttigt CUPRAC ve DPPH yoOntemine gore
belirlenmistir. Buna gore; ananas, enginar ve kavun kabuklarindan elde edilen ham bitkisel
enzim ekstraktlartyla hidrolize olan peynir alt1 suyu 6rneklerinde ortalama %35-53 arasinda
degisen antioksidan aktivite artisinin meydana geldigi tespit edilmistir. Buna karsin, L.
acidophilus ile fermente edilmis peynir alti suyu 6rneklerinin antioksidan aktivite degerinde
%16,20 oraninda artis oldugu, fermente olmamis 6rnekte ise antioksidan aktivite artisinin %
8,74 oldugu belirlenmistir.

4. Antioksidan aktivite sonuglarina benzer olarak, peynir alti suyu orneklerinin ACE
inhibitor aktivitesi degerlerinin, yapilan uygulamanin ¢esidine ve siiresine bagli olarak
degisim gosterdigi bulunmustur (uygulama x siire interaksiyonu). Buna gore; probiyotik
mikroorganizmalarla fermente edilen peynir alt1 suyu 6rneklerinin ACE inhibitor aktiviteleri
ortalama 2,02-6,48 kat artarken, bitkisel enzim ekstraktlari ile hidroliz edilen peynir alt1 Suyu
ornekleri ortalama 1,85 ile 3,29 kat arasinda artig gostermistir.

5. Fermente ve hidroliz edilmis peynir alt1 sularinin E. coli, S. enterica, S. aureus, L.

monocytogenes bakterileri tizerine herhangi bir mikrobiyel inhibisyon saglamadigi da tespit
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edilmistir. Bu durumun; fermentasyon/hidroliz siiresince ham bitki ekstraktlarinda bulunan
ve mikrobiyel faaliyet sonucu ortaya ¢ikan enzimlerin ¢esidinden kaynakli oldugu, ayrica
fermente/hidroliz edilen peynir alt1 suyu proteinlerinin alt fraksiyonlarina ayrilmamasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

6. Yapilan SDS-PAGE analizleri sonucunda; serum proteinleri olan -laktoglobulin ve
a-laktalbumin pargalanmalarinin gergeklestigi tespit edilmistir. Hidroliz ve fermentasyon
isleminin proteolize etkisi degerlendirildiginde, bitkisel ham enzim ekstraktlari ile yapilan
hidrolizasyon isleminin probiyotik bakteriler ile yapilan fermentasyon isleminden daha

yiiksek protein parcalanmasi gergeklestirdigi saptanmustir.

Calisma sonucunda elde edilen bulgular dogrultusunda;

1. Farkl1 bitkisel enzim kaynaklar1 veya farkli probiyotik starter kiiltiirler kullanilarak
elde edilen peynir alt1 suyundan antioksidan ve ACE inhibitor 6zellikleri zenginlestirilmis
peynir alt1 suyu protein hidrolizatlarinin tiretilebilecegi goriilmiistiir.

2. Fermentasyon ve enzimatik hidroliz ile elde edilen peynir alt1 sularinin antimikrobiyel
aktivitelerinin, {irlinlerin proteinlerinin saflastirilmasi ve alt fraksiyonlamasi yapildiktan
sonra Slgiilmesi gerektigi goriilmistiir.

3. Biyoaktif ozellikleri arttirilmis hidrolize veya fermente peynir alti sularinin
tiretiminin farkli parametreler (sicaklik, siire, enzim/substrat miktar1 vb.) gbéz Oniinde
bulundurularak pilot diizeyde optimize edilmesi gerektigi goriilmiistiir. Uriinlerin optimize
edilen sartlarda ¢ok yonlii olarak biyoaktif 6zelliklerinin detayli arastirilmasi ve daha sonra
biiyiik dlgekte iiretimlerinin yapilmasi gereklidir.

4. Hidroliz veya fermentasyon yoluyla iiretilen fonksiyonel 6zellikleri arttirtlmig peynir
alt1 suyu lrlinlerinin hayvan besleme g¢alismalariyla in vivo olarak hiicresel diizeydeki
etkilerinin  gelecekte yapilacak calismalarda ele alinmasinin  6nemli oldugu

disiinilmektedir.
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